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La diferenciaci6n tisular, la constituci6n de la for 
ma y la aparici6n de la funci6n de 10s distintos 6rganos embrio- 
narios, dependen de complicados procesos que involucran interac 
ciones especificas entre las varias cglulas y entre grupos celu- 
lares de distinto significado., 
No escapa de esta vasta problem&tica, la diferencia- 
ci6n del srea. cardiaca para la queintervieneninteracciones ce- 
- -- - 
-- 
lulares y mss e~~ecificamente mecanismos de inducci6n embrlona- 
ria. Por lo tanto hemos considerado de interes realizar un estu- 
dio tanto descriptivo como experimental en la tentativa de reco- 
nocer 10s episodios morfologicos y, por lo menos parcialmente, 
bioquimicos, que se verifican durante el desarrollo del coraz6n 
. . - - 
de Bufo arenarum, anfibio de amplia distribuci6n en el pais y 
muy usado para ensayos de car&cter experimental. 
Cabe sefialar que en esta especie, salvo dos someras 
comunicaciones en Congresos, el Tema que nos hemos propuesto de- 
sarrollar no habia sido todavia tratado. 
La primera parte comprende un estudio descriptivo 
tanto de 10s procesos de diferenciaci6n del srea cardiaca.como 
asi tambih de la formaci6n del coraz6n embrionario; las obser- 
vaciones han sido realizadas con el empleo de microscopio opti- 
co y en ocasiones con microscopia electr6nica de barrido. ~dernss 
el an&lisis en algunos casos ha sido completado con tgcnicas his- 
toquimicas especificas. 
Se pus0 de manifiesto que si bien 10s' procesos de di- 
ferenciaci6n del Area cardiaca de Bufo arenarun siguen el esque- 
ma descripto para otras especies anfibias, demuestran ciertas di- 
ferencias no s6lo en 10s tiempos de aparicion de 10s episodios, 
sin0 tambign en las'expresiones morfolbgicas descrlptas especial 
- 
mente para Anfibios Urodelos. 
El analisis histolGgico e histoqu%mico, demuestra 
por primera vez en Anfbbio, la presencia de una "gelatins cardic 
caw que si bien puede homologarse a la observada en Aves, parece 
poseer diferente composici6n quimica. 
En la segunda parte del trabajo, se ha encarado, de 
manera experimental, el an6lisis de 10s procesos inductores que 
se verifican durante la diferenciaci6n cardiaca. El estudio, rea- 
lizado tanto con tgcnicas de explantes y trasplantes, como asi 
tambign de cultivo organotipico., ha puesto en evidencia la im- 
portancia del endodermo en funcibn de inductor para que se veri- 
f ique el desarrollo del coraz6n. ~ 6 s  especificamente y segb re- 
sulta de 10s ensayos esta capacidad estaria limitada al area m6s 
anterior del endodermo, es decir a la que cooresponde a1 endoder- 
mo faringeo, 
~dem6s se ha demostrado fehacientemente que la capa- 
cidad inductora se encuentra limitada a estadios embrionarios 
tempranos; 10s resultados de ensayos que han utilizado el endo- 
dermo anterior de embriones en estadio de respuesta muscular o 
mss avanzados, no le asignan m6s capacidad inductora. 
Resulta sumamente interesante haber Constatado, me- 
- - - - - - -  
diante el empleo de distintas metodologias de cultivo, que la in- 
ducci6n del endodermo anterior sobre el 6rea presuntiva cardiaca, 
se verificqria sin un intimo contact0 entre las dos hojas embrio- 
. narlas, dado.que un factor o factores liberados en el medio pare- 
cerian actuar sobre el 6rea presuntiva cardiaca e inducir su di- 
f erenciaci6n. 
El explante del mesodermo del Area cardiaca de embrio- 
nes en distintos estadios de desarrollo por lo menos hasta el de 
bot6n caudal ha comprobado que se verifican procesos de regenera-: 
cion, Estos Gltimos resultados demostrarian que tambign en Bufo 
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arenarum, el coraz6n se diferencia dentro de un "camp0 cardiaco", 
situaci6n morfol6gica adecuada para que el mesodermo adyacente a1 
explante del esbozo del corazh.n, se diferencie en estructuras car- 
diacas. 
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PRIMERA PARTE 
IN'I'RODUCC IO N  
1 - 1ntroducci6n. 
1.1. - Un organismo representa e l  co ro la r io  de 
una s e r i e  de manifestaciones, morfol6gicas y bioquhi&ts i .que  
s e  ve r i f i can  a l o  largo de l  desarrol lo  seg6n una secuencia i m -  
puesta por un patr6n especif ico.  Tanto en l a s  especies g o n o c 6 r ~  
cas ,  como a s i  tambign en l a s  hermafroditas, l a  penetraci6n de l  
espermatozoide en e l  ovocito, marca e l  comienzo de una ac t iv idad 
que se resuelve en procesos que s i  bien s e  compenetran y super- 
ponen, no es posible encuadrar, por su complejidad, en esquernas 
r igidos.  No obstante,  ex i s t en  etapas bien definidas que propor- 
cionan pautas exactas de determinados acontecimientos: una vez 
que se  v e r i f i c a  l a  p e n e t r a c i h  de l  espermatozoide en e l  o v w i t o  
seguida por e l  movimiento respect ivo de 10s dos pron6cleos mas- 
cul ino  y femenino y su fusi6n (cariogamia) 10s cromosomas que 
han recuperado su f a s e  - 2 n s e  disponen de mod0 t a l  que s e  i n i c i a  
l a  primera d iv i s i6n  mitht ica,  De l a  c igota  por l o  t a n to  s e  obten 
drAn en un comienzo dos blast6meros y, finalmente,por una s e r i e  
de sucesivos c l i v a j e s ,  numerosas cglulas  cuya ordenada disposi-  
c i6n obedece a una especi f ica  informaci6n. En e tapas  mss avanza- 
das y debido a l a  diferenciaci6n de 10s diversos t i p o s  ce lu la res ,  
reconocible por sus c a r a c t e r i s t i c a s  propias,  se  c o n s t i t u i r s  e l  
complejo c a r i z  h i s to f i s io l6g ico  de l  organismo, 
E l  conjunto de 10s procesos de d i f e r en  
c iac i6n ce lu l a r  representa uno de 10s mss a t r a c t i vos  problemas 
de l a  biolog$a moderna, ~ e g 6 n  se sabe, cada t i p 0  c e lu l a r  s e  ca- 
r a c t e r i z a  por l a  presencia de proteinas pa r t i cu la res  y, en l a  a 2  
tua l idad,  prevalece e l  concept0 que, en e l  Smbito de una deter- 
minada especie,  l a s  cglulas  poseen una misma informaci6n g e n g t ~  
ca. 
Durante muchos aiios se  sostuvo l a  h ip2 
t e s i s  de que l a  informaci6n necesaria para l a  construcci6n de un 
organismo se encontraria  contenida s6lo  en e l  genoma; e s t a  hip6 
- 
- 
( I :  
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t e s i s  en l a  actual idad ha s ido  descartada dado que se  considera 
i n s u f i c i e n t e  una eventual acci6n a i s l ada  d e l  genoma (~bv t rup ,1983)  
y l a  b io logia  molecular confirma cada vez m & s  e s t e  concepto, En 
base a e s t o s  datos vuelve a s e r  reconsiderado l o  enunciado por 
Brachet (19211, e s  d e c i r  que e l  desa r ro l lo  ontogen&tico represe2  
t a r i a  un proceso epigen&tico c rea t ivo ,  dependiente de o t r o s  pro- 
cesos "causalmentew relacionados e n t r e  si. Este concepto corrobg 
r a r i a  l o  propuesto por l a  t e o r i a  "epigen&ticaw, l a  que, en opos& 
ci6n a l a  "preformistaw, sos t iene  que e l  desa r ro l lo  embrionario 
se debe a l a  cons t i tuc i6n sucesiva de nuevas formas, que no p r e e  
x i s t e n  en  e l  ovocito (Lhvtrup, 19831, 
Expresado en o t r o s  tgrminos, e l  desarro -
110 de un organismo, ademss de l a  ac t iv ihad ggnica espec i f i ca ,  
dependeria de o t r o s  f actore  s t a l e s  como d i f  erencf a s  regionales  
c i t o p l a s m ~ t i c a s  en l a  c6 lu la  huevo y, en l o  sucesivo, de i n t e r r e  -
lac iones  de est imulos inductores que t ienden a asegurar e l  arm& 
nico v e r i f i c a r s e  de l a s  d i fe ren tes  e tapas  d e l  desarrol lo.  En fun -
ci6n de e s t o s  f ac to res ,  cada t i p 0  c e l u l a r  se  d i fe renc ia r5  en e l  
momento oportuno y en l a  ubicaci6n cor rec ta  (Markert y Ursprung, 
' 1973). 
La morfog6nesi.s cardiaca representa  un 
val ioso  par&metro para e l  a n s l i s i s  de eventos que acontecen duran 
t e  l a  d i ferenciac ihn c e l u l a r  en e l  ~ e r i o d o  de l a  organoggnesis; 
queremos dar  gnfas i s  a 1  hecho de que durante e l  desa r ro l lo  d e l  
Srea cardiaca  se  v e r i f i c a n  no s6lo  in te r re lac iones  ce lu la res ,  s& 
no tambi6n procesos de induccihn embrionaria y cambios en l a  ma- 
t r i z  ex t race lu la r ,  Cualquier a l t e r a c i 6 n  en l a  secuencia de 10s 
aconteoimientos, t an to  de cakacter  morfol6gico como bioquimico, 
d a r s  como r e ~ u l t a d o ~  en e s t e  caso, malformaciones cardiacas  de 
d i s t i n t o  t ipo.  
Cabe seEalar a1  respecto que s i  bien e l  
empleo de modernas t&cnicas  h i s to l6g icas  e histoquimicas han p e r  
mitido un adecuado a n s l i s i s  de l a  g&nesis cardiaca en  Vertebra- 
dos'(De Haan, 1968; Mamasek, 1968, 1969; Hendrix y Morse, 1977; 
Qrts Llorca - e t -9 a 1  1982; Icardo, 1983; Hiruma y Hirakow, 1985; 
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Garcia Martinez y Hurle, 1986) ' para 10s Anfibios urodelos 10s 
datos que s e  poseen a 1  respecto son escasos y todavia mss l o  son 
para 10s Anfibios anuros de 10s que ~ 6 1 0  se  poseen informaciones 
esporsdicas (Copenhaver, 1955; Willens, 1955; Lemanski, 1973). 
Los primeros es tudios  inherentes a l a  
formaci6n d e l  coraz6n en Anfibios datan de l a  segunda mitad de l  
s i g l o  pasado y se  carac ter izan por l a s  discrepancias en  que in- 
curren.  ast tars recordar que e l  t e r r i t o r i o  involucrado en l a  fog  
maci6n de l  coraz6n en Urodelos habia s ido  considerado, seg6n e l  
caso, de origen: 
a )  totalmente endodgrmico (Marshall, 1800. Houssay, 
1893 1, 
b )  de origen mixto, en cuanto e l  miocardio se form2 
r i a  a expensas de l  mesodermo, mientras que e l  endocardio prove2 
d r i a  de l  endodermo (Brachet, 1898, 1903). 
C )  de o t r a  fuente de d i s cu t i b l e  in te rp re tac i6n(~ohn-  
son, 1903; Sampson, 19041, 
d )  Mollier (1906) seiiala, despu6s de un es tudio  d e t ~  
l l ado  de secciones ser iadas  de l  Srea cardiaca de embriones de 2- 
na sp., que e l  coraz6n tendr ia  su origen de un primordio par ,  
-
const i tu ido por &reas t an to  de l a  somsto como de l a  esplscnopleu- 
r a  de l  mesodermo. 
E l  ac tua l  mapa de 10s t e r r i t o r i o s  pre- 
suntivos de g s s t ru l a s  de Anfibios urodelos ubica en ;reas super- 
f i c i a l e s ,  respectivamente local izadas en ambos lados de l  e j e  an- 
t e ropos te r io r  de l  embr ih ,  dos grupos ce lu la res  que corresponde- 
r i a n  a1  mesodermo presuntivo cardiaco. Durante 10s complejos mo- 
vimientos gas t ru la res ,  e s t o s  dos grupos penetran a l a  a l t u r a  de 
10s l ab ios  l a t e r a l e s  de l  blastoporo e insinusndose e n t r e  ec to  y 
endodermo, migran hacia l a  regi6n an t e r i o r ,  junto con e l  remaneq 
te manto mesod6rmico (Nakatzuji ,  1975; Balinsky, 1978). A 1  prome- 
d i a r  10s es tad ios  neurales,  debido a sucesivos desplazamientos, 
forman, a 1  uni rse  ventralmente, un esbozo h i c o  que, en es tad io  
de b o t h  caudal se  encontrars  local izado por debajo de l  endoder- 
mo faringeo (Copenhaver, 1926). 
E l  m&todo de l a s  marcas coloreadas pro- 
puesto por Vogt (1929) ha permitido ampliar l a  pos ib i l idad de 
- .- 
reconocer , con mayores de t a l l e s ,  e l  desa r ro l lo  de l  esbozo cardia  -
co de Ambystoma punctatum. Willens (1955) aplicando en es tad ios  
de ngurula, azul n i l 0  y/o ro jo  neutro en algunas Areas de l a s  
lsminas l a t e r a l e s  mesod&rmicas, pudo reconocer 10s movimientos 
que sufren a l o  largo de l a s  va r ias  etapas de l  desarrol lo ,  ~ e g c n  
sus observaciones e l  mesodermo l a t e r a l  de una ni?urula, ubicado 
inmediatamente por debajo de l  &rea pos te r io r  de l  fu tu ro  encgfa- 
l o ,  c o n s t i t u i r i a  e l  mesodermo presuntivo cardiaco: con posterio-  
r idad,  migraria hacia &reas vent ra les  has ta  ubicarse en e l  s i t i o  
donde se  d i ferencia  e l  coraz6n. En o t ro s  t&rminos, e l  mesodermo 
de l a s  lsminas l a t e r a l e s  ubicado a l a  derecha y a l a  izquierda,  
respectivamente, de l  embri6n representar ia  l a  h i c a  fuente de 
formaci6n de l  coraz6n dado que no intervendrian o t r a s  hojas em-  
br ionar ias  u o t ro s  t e r r i t ~ r i o s  mesod&rmicos. 
En l o  re fe ren te  a 10s Anfibios anuros, 
10s resul tados  obtenidos con tecnicas  de coloraci6n v i t a l  (Naka- 
t s u j i ,  1975; Kel ler ,  1975, 1976; Smith y Malacimski, 1983; C l e i -  
ne y Slack, 1985) sugieren que 10s procesos gas t ru la res  d i f i e r en  
en algunos aspec.tos de 10s descr ip tos  para Urodelos. La pr inci -  
pa l  d i ferencia  radica  en que en e s to s  Gltimos e l  presuntivo me- 
soderm~ se  l oca l i z a  superficialmente mientras que en  Anuros se 
ub ica r ia  en posici6n m 5 s  interna.  Esto impl icar ia  que 10s movi- 
mientos gas t ru la res  que conducen a l a  posici6n f i n a l  de l  mesodec 
mo Sean d i s t i n t o s  en t r e  Urodelos y Anuros; s e g h  K e l l e r  (1976) 
en e s to s  Gltimos (Xenopus l a e v i s )  l a  migraci6n hacia l a  regi6n 
ven t ra l  de l  mesodermo presuntivo cardiaco, ocu r r i r i a  en es tad ios  
menos avanzados d e l  desarrol lo  que en Urodelos. 
Copenhaver (1926) describe e l  desarro- 
110 de l  corae6n de Ambystoma punctatum (Anfibio urodelo) corre- 
lacionandolo con 10s es tad ios  embrionarios descr ip tos  por Harri- 
son para e s t a  especie y constata  que en  e l  e s tad io  de tubo neu- 
r a l ,  l a  lsmina de mesodermo l a t e r a l  de.un lado todavia no se ha 
unido, en l a  l i nea  media vent ra l .  con l a  d e l  opuesto, Esta fusi6n 
se  v e r i f i c a  reci6n en e l  e s tad io  de bot6n caudal avanzado, en 2- 
r e a s  ubicadas por debajo de l a  f u tu r a  zona far ingea ,  dando lugar 
a1  denominado "esbozo cardiaco". 
En una primera e tapa  de l  desarrol lo ,  e l  
coraz6n de 10s Anfibios "senso l a to t*  se  presenta como un tub0 r e g  
t o  que en es tadios  pos ter iores  su f re  una f l ex i6n  en forma de " S " .  
Durante e s t e  Gltimo proceso s e ' v e r i f i c a n  constr icciones de mod0 
t a l  que queda subdividido en: 1) sen0 venoso; 2 )  a t r i o ;  3 )  ven- 
t r i c u l o ;  4) con0 a r t e r i a l .  
Consideramos oportuno des tacar ,  en cuan 
t o  l o  ut i l izaremos como parsmetro u t i l  en l a  in te rp re tac i6n  de 
nuestros resul tados ,  que e l  a n s l i s i s  microsc6pico de l  desa r ro l lo  
de l  coraz6n en ~ v e k ,  ha puesto de manifiesto l a  presencia, en e l  
tubo cardiaco, de un mater ia l  amorfo ubicado en t r e  endo y miocar- 
d io  que, por sus c a r a c t e r i s t i c a s  ha s ido  llamado "gela t ina  car- 
diacaw (Davis, 1924); en es tad ios  i n i c i a l e s  de l  desa r ro l lo  se  
encuentra homog6neamente d i s t r ibu ido ,  en cambio en  es tad ios  rnss 
avaniados se l o ca l i z a  en s i t i o s  especial izados,  (Gessner e t  a l .  
1965; Hurle y Ojeda, 1977; Nakamura y Manasek, 1981). 
i 
~egGn Barry (1948) l a  ge la t ina  cardia- 
ca de Aves tendr ia  importancia para l a s  r i tmicas  contracciones 
de l  coraz6n embrionario, en cuanto l a  e spec i f i ca  e l a s t i c i dad  de 
-- 
l a  ge la t ina  cardiaca,  pe rmi t i r i a  que l a  luz  de l  endocardio se  a- 
b r i e r a  despu&s de cada contracci6n favoreciendo e l  l lenado dias- 
t6 l i co .  La viscosidad de l a  ge la t ina  impediria ademss l a  defor- 
maci6n que hubiera de producirse por e l  paso de l a  cor r i en te  san  
guinea; a1  mismo tiempo, f a c i l i t a r i a  l a  expulsi6n de l a  sangre 
hacia adelante,  mss considerando que e l  coraz6n embrionario en 
e s t a s  e tapas  no posee vslvulas adecuadas para ese  proceso (Barry, 
1948; Pat ten  - a t -9 a1  1948); m s s  especificamente s e  a t r ibuye a 10s 
glicosaminoglicanos presentes en l a  ge la t ina  cardiaca,  l a  respon 
sabi l idad de l a  e l a s t i c i dad  y viscosidad necesarias  (Icardo,  1983). 
En 10s Anfibios, t an to  Anuros CdmO Uro- 
delos,  ha s ido descripto un espacio amplio, en t r e  endo y miocar- 
d io ,  ocupado por material  amorfo homologado a l a  "gela t ina  car- 
diacaw de Aves ( J a f f ee ,  1962). No obstante,  e s  muy poco l o  que 
s e  sabe en e s t e  caso en l o  re fe ren te  a sus posibles funciones y 
a su composici6n quimica.  ema ah ski (1973 1 en un es tudio  h is toqui  -
mica d e l  desa r ro l lo  cardiac0 de Ambystoma mexicanum m rodel lo) se- 
fiala l a  presencia de mucopolisac&ridos s i n  p rec i sa r  su camposi- 
ci6n quimica y su d is t r ibuci6n a l o  largo de l  desarrol lo.  
E l  problema de l a  d i f e r e n c i a c i h  ca rd ig  
ca enc ie r ra ,  en si  mismo, una amplia terngtica embriol6gica que 
. . 
posee como comb denominador e l  concepto de l a  inducci6n embrio- 
naria.  La formaci6n de 10s d i s t i n t o s  6rganos, l a  diferenciaci6n 
c i to l6g ica  de l a s  ci?lulas que 10s constituyen y - l a  gradual apari-  
ci6n de sus espec i f i cas  funciones representan fasc inantes  temas 
de actual idad,  de d i f i c i l  interpretaci6n.  
La inducci6n r e v i s t e  un r o l  de suma im-  
portancia para l a  ~ n t o g g n e s i s  de 10s Vertebrados; e l  concepto sug 
i 
gido luego de una extensa s e r i e  de invest igaciones experimentales, 
puede ser definido como e l  resul tado de acciones espec i f i cas  que 
un esbozo embrionario ( inductor)  e je rce  sobre o t r o  esbozo ( t e r r i -  
t o r i o  competente) todavia no determinado y a1  que o r ien ta  hacia 
una muy precisa  diferenciaci6n. Desde un punto de v i s t a  m5s am- 
p l i o ,  un inductor e x i s t e  en cuanto ex i s ten  uno o m&s sistemas sus 
- 
cep t ib les  de funcionar f r en t e  a1  inductor. 
Los cambios que se  producen en e l  terri- 
t o r i o  competente por l a  presencia del  inductor ,  son generalmente 
d r k t i c o s ;  de un esbozo embrionario, p lur ipotencia l  e indiferen- 
ciado, e l  t e r r i t o r i o  competente se  transforma en un esbozo dife- 
renciado con nuevas propiedades, con una d i s t i n t a  orientaci6n es- 
pac ia l  de sus  c&lu las ,  con c a r a r t e r i s t i c a s  e s t r uc tu r a l e s  especi- 
f i c a s  y una act ivaci6n d i fe renc ia l  d e l  genoma qu& permite l a  sin- 
t e s i s  de proteinas pa r t i cu la res . en  e l  nuevo t e r r i t o r i o  d i fe renc ia  
do. 
Los primeros resul tados  experimentales 
atr ibuyeron a 1  &rea cardiaca presuntiva de Anfibios, l a  capacidad 
de autodiferenciarse en coraz6n (Ekmann, 1921). Estos resul tados  
no fueron aceptados por ~ t G h r  (1924, 1929) quien usando en Bombi- 
nator  l a  metodologia de l  explante y del  t r a sp lan te ,  reconoce que 
l a  diferenciaci6n de l  Srea cardiaca en Anfibios se correlaciona 
con l a  presencia de cglulas  de t e r r i t o r i o s  endodhrmicos y mesod62 
micos adyacentes a 1  fu tu ro  esbozo de l  coraz6n. Por o t r a  pa r te ,  
Copenhaver (19261, u t i l izando l a  metodologia de l  t r a sp lan te  en  
embriones de Ambystoma (Urodelo), en e l  es tad io  de bot6n caudal, 
obtiene corazones bien desarrol lados a p a r t i r  de presuntivos es- 
bozos cardiacos s i n  l a  presencia de es t ruc tu ras  endod&rmicas, por 
l o  que considera que, por l o  menos en e s t a  especie,  e l  coraz6n 
e s  capap de autodi ferenciarse i  
E l  a n s l i s i s  experimental aport6 eviden- 
c i a s  cada vez m s s  concretas de que elendodermoubicado en l a  cer- 
cania d e l  s r ea  cardiaca inf luye  en l a d i f e r e n c i a c i 6 n  de l  coroz6n. 
Bacon (1945 1 reemplaza e l  esbozo cardla- 
co de una n6urula de Ambystoma punctatum con.mesodermo de l a  zo- 
na marginal de g s s t ru l a ,  &rea 6 s t a  que no pa r t i c ipa  en l a  forma- 
- 
ci6n d e l  corazhn; en este caso en presencia de endodemo l imi t ro-  
f e  a l a  regi6n cardiaca,  se diferencia  en t e j i d o  cardiaco. Como 
prueba complementaria, explanta mesodermo de l a  zona marginal de 
ggs t ru la  y l o  mantiene, experimentalmente, en contacto con endo- 
dermo d e l  &rea cardiaca de ngurula, u t i l i zando  e l  m6todo de l  "san 
- 
dwichn; en var ios  casos obtiene desa r ro l lo  de t e j i d o  cardiaco que 
! hasta  se torna p u l s s t i l .  Cabe sefialar que en  Ambystoma e l  mesoder 
- 
mo, por l o  menos en e l  e s tad io  de ngurula, a6n no se ha puesto 
en contacto con e l  endodermo de l  p iso  de l a  far inge ,  e s  dec i r ,  
e l  inductor., Explantes de porciones l a t e r a l e s  de l ab io  blastopo- 
r a l  mantenidos en cu l t ivo  proporcionan resul tados  discordes en 
cuanto en algunos casos diferencian t e j i d o  que puede presentar  
pulsaciones; seg6n sefiala Jacobson (1960) es probable que 10s en- 
sayos rea l izados  por Bacon incluyan o t ro s  t e r r i t o r i o s  adyacentes 
a1  mesodermo cardiaco. 
E l  conjunto de 10s resul tados  obtenidos 
por Bacon no pueden i n t e rp r e t a r s e  como concluyentes. Por una par- 
te indicar ian  que e l  endodermo ubicado en l a  regi6n a n t e r i o r  de l  
emb r ih ,  dorsalmente a1 t e r r i t o r i o  cardiaco, e s  capaz de induci r  
l a s  cg lu las  mesod6rmicas competentes para que s e  d i ferencien  en  
c & l u l a s  cardiacas;  por o t r a  pa r t e  demostrarian que e l  endodermo 
adyacente a 1  Srea cardiaca no s e r i a  e senc ia l  para evidenciar  l a  
expresi6n de l a s  potencial idades cardiacas d e l  mesodermo presun- 
L -  . 
, t i v o  d e l  coraz6n. Debe recordarse que, a 1  respecto,  obt iene di-  
ferenciac i6n d e l  coraz6n a p a r t i r  de mesodermo presuntivo de una 
n&urula,  mantenido en c u l t i v o  s i n  l a  presenda de o t r o s  t e r r i t o -  
r ios .  
Resultados en favor de una acci6n induc- 
t o r a  d e l  endodermo en  l a  d i ferenciac i6n cardiaca,  son 10s de Ba- 
l insky  (19391, Nieuwkoop (1947) y Jacobson (1960) quienes respec- 
tivamente explantan en  d i s t i n t a s  especies  de Urodelos todo- e l  en- 
dodermo de l a s  va r i a s  e tapas  de n&urula,  obteniendo embriones s i n  
coraz6n. 
LOS ensayos de Jacobson (1960, 1961) pro 
- 
porcionan datos todavia mSs convincentes. Uti l izando l a  tgcnica  
d e l  c u l t i v o  en  "sandwichv propuesta por Hol t f re te r  (19331, com- 
prueba, en  Taricha torosa ,  que manteniendo en  explante mesodermo 
presuntivo d e l  coraz6n, se  d i ferencian  e s t r u c t u r a s  cardiacas s6- 
l o  en un 14% de 10s casos; s i n  embargo, cul t iv&dolo en  contact0 
con endodermo de l a  regi6n a n t e r i o r ,  correpondiente a 1  &rea f a r i r  
gea, s e  obt iene en e l  100% de 10s ensayos, d i ferenciac i6n de te-  
j ido  cardiac0 has ta  con contracciones r i tmicas.  
Jacobson y Duncan (19681, u t i l i zando  
tgcnicas  de c u l t i v o  " in  v i t ro t1  confirman e s t o s  resul tados  y seiia- 
l a n  ademgs, que e l  homogenado de regiones an te r io res  endodermicas 
r e s u l t a  para l a  d i ferenciac i6n cardiaca un inductor  t a n  e f i c a z ,  
como e l  t e j i d o  endodermico integro.  
Una prueba decis iva  de l a  acci6n induc- 
t o r a ,  por pa r t e  d e l  endodermo, para que se di fe renc ie  e l  Area 
cardiaca presuntiva,  por l o  menos en  Anfibios urodelos,  l a  pro- 
. .- - porcionan 10s resul tados  obtenidos u t i l i zando  un grupo de Ambys- 
toma mexicanum caracter izados por un gen recesivo (ca rd iac  l e t h a l )  
-
designado con l a  l e t r a  I1cv (Humphrey, 1968). 
Los embriones mutantes s e  obtienen por 
cruza de padres heterocigotos(+/c) y pueden ser distinguidos de 
10s normales (+/c; +/+) recign'en el estadio 34 en el que estos 
Gltimos presentan latidos cardiacos, Los embriones mutantes pue- 
den vivir de 15 5 30 dias y sus movimientos natatorios normales 
sugieren que el gen "cW no afecta a1 xa&sculo esquel&tico, 
Los embriones homocigotos c/c no presen 
tan latidos cardiacos en estadfos en que Qstos son visibles en 
10s embriones normales; el anslisis histol6gico revela en este 
caso, s6lo una pared miocsrdica monoestratificada (Lemanski,l97&). 
Cabe seiialar ademss que el esbozo cardiaco de un embri6n mutante 
(c/c) trasplantado en la regi6n cardiaca de embriones normales 
(+/c; +/+I  se diferencia en un coraz6n hasta con latidos cardia- 
cos (Humphrey, 1972); en cambio, realizando el trasplante a la 
inversa, es decir cuando el esbozo cardiaco de embrionesnorma- 
les (+/+; +/c) se trasplanta en el srea cardfaca de un embri6n 
mutante (c/cl, la diferenciaci6n cardiaca no se verifica, 
El conjunto de estos resultados permite 
emitir la hip6tesis que la falla en el desarrollo del coraz6n se 
deberia a una deficiencia de inducci6n por parte del endodermo o, 
por lo menos, a un efecto inhibitorio del tejido que rodea a1 6- 
rea cardfaca. No se excluye la posibilidad que el endoderrao de 
embriones mutantes se dif erencie rs~idamente , perdiendo su capa- 
cidad de inducir el tejido cardiaco (Kulikowsky y Manasek; 1977). 
En este Gltimo caso el anglisis hist016~ico del endodermo de re- 
giones anteriores de 10s embriones mutantes, demuestra una mayor 
diferenciacibn,ah cuando de dificil intespretaci6n,que el endo- 
dermo de embriones normales de un mismo estadio (Lemanski, 1977). 
El anglisis bioquimico y ultraestructu- 
ral del coraz6n de embriones mutantes, revela adem& una disminu- 
ci6n en el contenido de proteinas contrgctiles y una falta de or- 
ganizaci6n de las miofibrillas (Lemanski et al 1976; Lemanski y 
-- 
Fuldner, 1977; Lemanski, 1978; Fuldner et a1 1984). 
-- 
En def initiva, la informaci6n bibliogrs- : 
fica demuestra que para 10s procesos de diferenciaci6n del meso- 
dermo presuntivo cardiaco en Anfibios, 'existen todavia numerosos 
interrogantes y dudas tanto desde un punto de vista morfol6gic0, 
como as5 tambi&n bioquimico. Es de suponer que anslisis descrip- 
tivos comparativamente realizados entre estadios distintos y en 
mod0 particular ensayos de caracter experimental, podrsn aportar 
datos de intergs no sblo inherentes a1 problema de la diferencia- 
ci6n cardiaca en Anfibios, sino tambign en lo inherente a las in- 
terrelaciones celulares, 
1.2. Por lo expuesto hemos considerado opor- 
tun0 realizar un estudio, descriptivo y experimental, de 10s a- 
contecimientos que se verifican durante el desarrollo del 6rgano 
cardiaco de un Anuro, utilizando como modelo experimental, Bufo 
arenarum, anfibio de amplia difusi6n geogrgfica en nuestro pais, 
Con el objeto de tener un parhetro ade- 
cuado de lo que ocurre en esta especie en condiciones normales, 
el estudio en su primera etapa ha focalizado y tratado de anali- 
zar las caracteristicas del desarrollo cardiaco en comparacidn . 
con lo descripto a1 respecto para Urodelos, A las observaciones 
morfol6gicas se han apoyado, en algunos casos, 10s resultados ob- 
tenidos mediante tgcnicas histoquimicas que han permitido una ma 
yor y mejor comprensi6n de 10s hechos que se verifican a lo lar- 
go del complejo juego de las interrelaciones celulares y de las 
inducciones durante la diferenciaci6n cardiaca. 
En la segunda parte, la diferenciaci6n 
pel Srea cardiac; he Bufo arenarum ha sido tratada desde un pun- 
-
to de vista experimental en mod0 particular para reconocer el e- 
ventual inductor y delimitar el Srea involucrada en 10s procesos 
inductivos y su potencialidad a lo larg~ del desarrollo del co- 
razbn, 
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MATERIALES Y METODOS 
2. 1, Parte descriptiva 
2,1.1, ~6todo para obtencidn de embriones 
------------ ' -----  
Los ejemplares adultos de Bufo arenarum, 
capturados en 10s alrededores de la ciudad de Buenos Aires, se 
mantuvieron en peceras de vidrio, en un ambiente con humedad y 
temperatura adecuadas, hasta el momento en que se indujo la ovu- 
lacibn, Con este fin se inyectd una suspensidn de hip6fisis hom6- 
loga, mantenida se&n pisand ( 1956) , en la cavidad abdominal de 
hembras aclimatadas a 25QC con un fotoperiodo de 12 horas de luz 
durante 24-48 horas antes del estimulo hormonal. A1 comenzar la 
oviposicidn se desmedulaba la hembra y las tiras ovocitarias, ex- 
traidas de 10s ovisacos y colocadas en c&psulas de Petri humede- 
-- 
cidas, se fertilizaron con el agregado de un macerado de testicu- 
lo que previamente se observaba a1 microscopio, para constatar 
la motilidad y movilidad de 10s espermatozoides. Aproximadamente 
5 minutos despu&s, se afiadia una cantidad suficiente de soluci6n 
de Holtfreter standard (ver apgndice), de mod0 tal de dejar com- 
pletamente sumergidos 10s trozos de tiras ovocitarias y permitir 
su irnbibici6n. 
Los embriones distribuidos en nhero de 
200 por capsulas de Petri de 20 cm. de diametro se desarrollaron 
en soluci6n de Holftreter standard a temperatura ambiente (222 
24QC) y 10s estadios embrionarios se identificaron teniendo en 
cuenta la tabla de Del Conte y Sirlin (1952) 
A1 alcanzar 10s estadios que se precisa- 
ban para el ensayo,los embriones se trataban brevemente con una 
solucibn de Qcido tiog1.ic8lico a1 1% neutralizado con NaOH, (pH. 
7.2) con el fin de eliminar las membranas gelatinosas que 10s re- 
cubren, 
Con el objeto de reconocer eventuales 
anomalias que pudiesen ocurrir a partir de la fertilizacibn del 
ovocito, se controlaron con frecuencia hasta comenzar la segmen- 
tacidn, las tiras ovocitarias fertilizadas. Cabe seHalar que la 
morfologia del ovocito, cambiante por 10s eventos que se verifi- 
can con la activacibn (contact0 de la cabeza del espermatozoide 
con el cortex ovular) ofrece, a1 respecto, parametros seguros- 
En efecto en el ovocito de Bufo arenarum, de forma subesfgrica, 
se distinguen claramente 2 hemisferios: uno que represents el 
llcasquete animal" y que se caracteriza por una cantidad conside- 
rable de pigmento melanic0 y el otro, mgs claro por la escasa 
cantidad de pigmento, que se denominancasquete vegetativow. 
El impact0 del espermatozoide sobre la 
superficie ovular, provoca una serie de procesos morfolbgicos y 
bioquimicos propios de la activacibn. A raiz de que se forma la 
"membrana de fertilizacibnv, el huevo, rotando en el espacio pe- 
rivitelino y obligado por el peso del vitelo ubicado en el polo 
vegetative, se posiciona con el polo animal hacia arriba; este 
movimiento se verifica entre 10s 30 y 50 minutos despu&s de la 
fertilizaci6n y su aparici6n se considera como uno de 10s par&- 
metros para determinar que ocurri6 la fertilizaci6n. 
2.1-2. ~gtodo para microscopia 6ptica 
- - - - - - - - - - - - - - - -  
Los embriones con mucho contenido de vi- 
telo fueron fijados en el liquido de Ancel y Vintemberger (1948) 
o en 1,5% de glutaraloehido en buffer cacodilato (0-1 M, pH 7-41. 
En 10s casos de embriones mss avanzados o larvas se us6 el liqui 
do de Bouin. 
Los embriones sometidos a t&cnicas his- 
toquhicas para poner en evidencia mucopolisac&ridos, se fijaron 
en la mezcla de form01 a1 10% y cloruro de cetil-piridinum a1 10% 
en agua; este fijador no permite la difusibn de sustancias muy 
solubles y su uso resulta recomendable para tgcnicas histotquirni- : 
-- 
cas de carbohidratos (Pearse, 1980). 
. - - - - -.. -.-- 
La inclusi6n para las pieias que ulterior 
mente se analizaban con microscopia 6ptica se realizd en una mez- 
cla de parafina-cera de abeja (56QC) y 10s cortes seriados de 6 
micras se trataron respectivadente y segih lo imponla el ensayo 
experimental, con las coloraciones que se consignan a continua- 
cibn : 
- 1. Hematoxilina alcoh6lica de Ehrlich-eosina acuosa. 
- 2, ~olucibn tricr6mica de Mallory. 
- 3. Alcian Blue 1% en &Ado clorhidrico 0,1N, pH 1.0 (Troyer, 
1980 1. 
- 4. Alcian Blue 1% en &id0 acetic0 a1 3%, pH 2,5 (Pearse, 
1980 1, 
- 5. ~eacci6n de PAS precedida o no por la oxidaci6n con sci- 
do pery6dico a1 1% en soluci6n acuosa (Lillie, 1951). 
- 6 .  Tratamiento con hialuronidasa (0,5 gr de hialuronidasa 
testicular por ml de buffer fosfato-citrato pH 5.8) y su- 
cesiva coloraci6n con Alcian Blue pH 2.5 (Troyer, 1980). 
- 7. Azul de bromofenol-mercurio para tinci6n de proteinas 
(Bonhag, 1955). 
Los cortes fueron deshidratados en una 
serie ascendente de alcohol, clarificados en xilol y montados en 
el medio sintgtico Pearmount (Fisher, Sci.), 
Para la determinaci6n cuantitativa, si 
bien aproximada, de 10s carbohidratos, se tuvo especial cuidado 
en mantener uniformes 10s parsmetros tecnicos como fijaci6n, es- 
pesor de 10s cortes, tiempo de coloraci6n, etc, 
r 
2.1.3. ~etodo para microscopia electr6nica de barrido 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Los embriones en 10s distintos estadios 
utilizados para nuestros ensayos han sido fijados en glutaralde- 
hido a1 2,5% en buffer cacodilato (0,1M, pH 7-71 durante 24 hs 
a 4QC y lavados varias veces en el mismo buffer. En algunos casos, 
tanto el ectodermo como el pericardio se separaban de 10s territg 
rios circundantes mediante delicadas agujas de vidrio, en otros 
casos se realizaban cortes macrosc6picos con el objeto de poner 
en evidencia la estructura interna del coraz6n en. desarrollo, To- 
das las piezas fueron deshidratadas en una serie ascendente de a- 
cetona, desecadas de acuerdo con la tgcnica del punto critico, 
revestidas con oro-paladio y observadas a1 microscopio electr6ni- 
co de barrido JEOL 25 S I1 que se ope& entre 10s 5 y 15 KW,* 
Agradecemos el servicio de ~icroscopia ~lectr6nica de Barrido 
de la Facultad de ~dontologia de la U.B.A. 
2.2. Parte experimentA1 
2.2.1, ~liminacibn total del endodermo 
- - - - - - - - - - - - - - - -  
Para realizar la faz t6cnica de estos 
ensayos se colocaban en cspsulas de parafina negra conteniendo 
soluci6n Holtfreter madre, estadios de placas neurales cuya mem- 
brana vitelina se separaba mecsnicamente mediante pinzas de re12 
jero de puntas finas, Con laayuda de una aguja de vidrio, prepa- 
rada segh Spemann, se realizaba un corte en la linea media ven- 
tral de la ngurula y con un ansa de cabello, se eliminaba el en-. 
dodermo, tratando de no dafiar el mesodermo presuntivo cardiaco, 
A1 verificarse el cierre de la'herida, 10s embriones, con la a- 
yuda de una pipeta doble, eran trasladados a cspsulas de Petri 
con base de agar y mantenidos en soluci6n salina de Holtfreter 
standard que se renovaba dia por medio, 
2,2,2, Trasplante de endodermo de distintas &reas 
- - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - -  
- .  
Embriones en estadfo de.placa neural o 
bot6n caudal, eran ubicados en cavidades previamente practicadas 
en el fondo de cspsulas de parafina negra que contenian solucibn 
Holtfreter madre est6ril. Con el auxilio de agujas de Spemann se 
trasplantaba endodermo de la reg& media, o bien de la reg% 
posterior de un embribn en placa neural o botbn caudal, en el 6- 
rea faringea de otro embribn en estadio de placa neural. Una vez 
cerrada la herida, 10s embriones se colocaban en cspsulas de Pe- 
tri con fondo de agar y soluci6n Holtfreter standard que diaria- 
mente se sustituia con solucibn fresca. 
2.2-3, Cultivos en "Sandwichn, 
- - - - - - - - - - - -  
Embriones en estadio de placa neural fug 
ron puestos en cavidades previamente practicadas en el fondo de 
cspsulas de parafina negra que contenian solucibn Holtfreter ma- 
dre est&ril. Con la. ayuda de agujas de vidrio (agujas de ~pemann) 
se explantaba el mesodermo presuntivo cardiac0 y se lo ponia res- 
pectivamente en contact0 con endodermo a n t e r i o r  (grupo 1 1 ,  con 
endodermo de l a  regi6n meqia (grupo 2) o con endodermo de l  grea 
pos te r io r  (grupo 3 )  tambign explantados, envolviendolos con ec- 
todermo de Sreas pos te r io res ,  e s  dec i r  ectodermo banal (Holtfre- 
ter,  1933). Los "sandwich" presionados con puentes de v id r i o  por 
algun tiempo, s e  pasaban luego a cApsulas con fondo de Agar y so 
luci6n Hol t f re te r  standard e s t g r i l ,  que se renovaba diariamente. 
2.2-4. Cult ivo i n  v i t r o  de mesodermo presuntivo cardiaco y endo- 
- - - -  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
dermo, en d i fe ren tes  medios sa l inos ,  
- - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Embriones en es tad io  de placa neural ,  
surco neural  o rotaci&n,  secolocaban,respectivamente, en cavi- 
- 
dades previamente pract icadas en e l  fondo de c g ~ s u l a s  de para- 
f i n a  negra, que contentan soluci6n Hol t f re te r  madre estgri l .  Con 
e l  au x i l i o  de agujas de Spemann s e  explantaba e l  &ea correspon- 
d ien te  a1  mesodermo cardiaco, junto con e l  endodermo circundante 
y se cul t ivaba  segfin l a  metodologia de l a  "gota pendienten des- 
c r i p t a  por Andrew y Gabie (1969.) levemente modificada. E s  decir :  
10s .explantes,  t ransfer idos  para su  lavado a cGpsulas e s t g r i l e s ,  
que contencan, segfin e l  caso, Hol t f re te r  madre, Hol t f re te r  stan- 
dard o Niu y Twitty (ver  ap&ndice) se pasaban luego a un cubre- 
-
obje to  cuyo cent ro  contenia una gota de una de l a s  tres solucio- 
nes de c u l t i v o  y ,  en l a s  esquinas, una mezcla de parafina y va- 
s e l i n a  ca l iente .  Acto seguido se apoyaba de manera inver t ida  un 
portaobjetos excavado sobre e l  cubreobjetos, presionando 10s bof 
des por encima de l a  parafina-vaselina, Con e s t a  misma mezcla se 
A-- 
se l l aba  e l  cubreob j e to  en toda su  pe r i fe r i a .  Los dul t ivos ,  man- 
tenidos a temperatura constante (18-20QC) se examinaban diar ia-  
mente con microscopia de contras te  de fases.  
Cult ivo i n  v i t r o  
- - - -  
de mesoderm~ de l  Area 
- - - - - - - - - - -  
nes en d i s t i n t o s  es tad ios  de desarrol lo.  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Desde e l  es tadfo  de l a  placa neural  ( eg  
tadfo  13)  has ta  e l  e s tad io  de ci rculac ibn branquial ( e s tad io  20) 
la presuntiva Srea mesodermica cardiaca sufre, morfol6gicamente, 
variaciones significativas. Por lo tanto se consider6 oportuno 
explantar, en cada una de estas etapas embrionarias, el mesoder- 
mo cardfaco y mantenerlo en cultivo. La metodologia consisti6 en 
explantar con el auxilio de una aguja de vidrio y un ansa de ca- 
bello, el territorio mencionado.el que se trataba de hacer Gesa- 
rrollar en la soluci6n de Niu-Twitty, utilizando en la mayoria 
de 10s casos el mgtodo de la gota pendiente, Con el objeto de es 
tablecer comparaciones, algunos explantes se mantuvieron en csp- 
sulas de Petri de 2,s de dihetro que contenian 2 ml de soluci6n 
de Niu-Twtty a la que se le agregaba gentamicina (5mg/ml). Todos 
10s cultivos han sido mantenidos a temperatura constante y se e- 
xaminaron diari+mente.con microscopia de contrastes de fases. 
2.2-6. Cultivo in vitro ~e-rn~sgd=rgo-pgep~t&v,o =agdfaso-junto- 
- - - -  
COG 'ndoiepg antegigrz 
- 
Con el objeto de verificar el efecto 
del endodermo anterior (endodermo faringeo) sobre la diferencia- 
ci6n del mesodermo presuntivo cardfaco de embriones en estadio 
de placa neural, hasta estadio de circulaci6n branquial, se man- 
tuvo en contact0 mesodermo presuntivo cardiac0 con endodermo de 
la regi6n anterior (srea farfngea) (ver fig. 11, La metodologia 
empleada es la misma que se utiliz6 en 10s ensayos anteriores. 
2-2.7. Cultivo in vitro de mesodermo presuntivo cardiaco en con- 
- - - -  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
tacto con endodermo de distintas sreas de embriones del 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Dado que a1 utilizar la metodologfa de 
explantes y trasplantes pudimos comprobar una diferente acci6n 
inductora de las distintas sreas del endodermo, consideramos o- 
portuno explantar mesodermo presuntivo cardiaco de embriones en 
estadio de surco neural y cultivarlo in-vitro respectivamente con 
endodermo de la regi6n anterior, media-o posterior de otros em- 
briones del mismo estadio. La metodologia del explante y del cul 
'r -20- 
surco neural 
mesodermo 
ec toderrao 
endodermo 
- cavidad faringea 
drea endod6rmica explantada 
+ 
area mesod6rmica explantada 
- 
------------ 
_ _ _ _ _  -- - 
. - - ---------. 
' * h i  r Fig. 1: ~epresentacibn esquemstica de la metodologia utili- 
I I ,  
. zada a1 cultivar mesodermo presuntivo cardtaco jun- 
to con endodermo de la regi6n anterior. a: en c6p- 
I sula de Petri; b: en gota pendiente. 8 .  
I 
tivo es la misma.de 10s casos ya descriptos (2.2-5). 
.% 
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' 2.2.8, ~ul'<ivo in vitro de mesodermo presuntivo cardiaco en con- 
- - - -  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
tacto con endodermo anterior de embriones en distintos es- 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
tadios del desarrollo, 
- - - - - - - - - - -  
Con el objeto de comprobar si la acci6n 
i inductora del endodermo es privativa de un determinado estadio 
del desarrollo embrionario ozbien si el endodermo de embriones 
en distintos estadios tiene un mismo efecto sobre el mesodermo 
presuntivo cardiaco, hemos cultivado porciones de endodermo de 
la regi6n anterior de embriones en sucesivos estadios del desa- 
rrollo, en contacto con el mesodermo presuntivo cardiaco explan- 
tad0 de embrianes en estadio de surco neural (fig, 21, La netodo- 
logfa es similar a la descripta en puntos anteriores. 
2.2.9. Medios condi~ionados 
- - - - - - - - - - -  
Con el objeto de conocer si la acci6n 
inductora del endodermo se verifica a travgs del intimo contacto 
entre inductor y territorio competente o bien si el inductor li- 
bera sustancias difusibles a1 medio, que actuarian a nivel del 
territorio competente, hemos realizado una serie de ensayos u- 
tilizando la metodologfa propuesta por Niu y Twitty (1953) deno- 
minada "medias condicionadosn. Consiste en cultivar mesodermo 
presuntivo cardiaco de embriones en estadio de surco neural, en 
presencia (pero no en contacto) de endodermo anterior de otros 
embriones en el mismo estadio. El cultivo se realizd en ngota 
pendiente" siguiendo 10s lineamientos generales ya descriptos, 
En otra serie de ensayos se introdujo una modificaci6n a la me- 
todologia que consistid en cultivar el endoderrno poc 4 dias, 11.12 
go retirarlo y cultivar en la misma soluci6n salina, el mesoder- 
mo presuntivo cardiaco. 
7 HPC 
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CULT I vo 
Fig.  2. Cultivo de mesoderrno 
presuntivo cardiac0 ( W C )  en 
presencia de endodermo ante- 
rior  (EA) de embriones en es- 
tadios dist intos  de desarro- 
110. 
2,2.10, ~egeneraci6n: explantes. 
- - - - - - - - - - - - -  
Con el objeto de reconocer eventuales 
procesos de regeneraci6n del esbozo cardiaco de Bufo arenarum, 
-
hemos realizado una serie de ensayos en 10s cuales hemos explan- 
tad0 el srea cardiaca de embriones en estadio de bot6n caudal, 
respuesta muscular y latido cardiaco. 
~gsicamente se 'realizaron dos tipos de 
ensayos: en un primer grupo experimental, se explant6 el mesoder- 
mo cardiaco solo, tratando de no dafiar el endodermo ubicado in- 
mediatamente por encima. En el segundo grupo experimental, el ex- 
plante interes6 tanto el mesodermo cardiaco como el endodermo an- 
terior, En 10s dos casos 10s explantes se realizaron en soluci6n 
salina de Holtfreter madre estgril y a1 cerrar la herida, 10s em- 
s briones eran trasladados a soluci6n Holtfreter standard estgril. 
Se fijaron algunos embriones operados de ambos grupos a las dos 
horas del cierre de la herida, elegidos a1 azar y tambign contro- 
les a fin de confirmar la extensi6n del explante, es decir si el 
srea explantada interes6 s6lo el mesodermo cardiaco o bien si se 
habia explantado el mesodermo cardiaco junto con endodermo adya- 
cente. 
2.2-11, Trasplantes 
- - - - - -  
En el caso de 10s explantes mencionados 
en el punto anterior, el esbozo cardiaco explantado de embriones 
en estadio de bot6n caudal, fug trasplantado en el Brea ventral 
de otro embri6n del mismo estadio, 
Para la realizaci6n de 10s trasplantes, 
10s embriones receptores fueron ubicados en apropiadas cavidades 
practicadas en el fondo de cspsulas de parafina negra, de mod0 
tal que quedara accesible el srea ventral posterior del embri6n 
que debla recibir el trasplante, ~n esta srea, con el auxilio 
de una aguja de Spemann, se introducia el material animal a tras- 
plantar, es decir el esbozo cardfaco. Se trataba luego de cerrar 
la herida con puentes y manubrios de vidrio, El trasplante se 
realiz6 en soluci6n salina de Holtfreter madre estgril y,al ce- 
rrar la herida, 10s embriones se trasladaron a cspsulas de petri 
con soluci6n salina de Holtfreker standard esdril que se renova- 
ba diariamente. e 
TERCERA PARTE 
RESULTADOS 
3.1, Observaciones desc r ip t ivas  
E l  a n & l i s i s  descr ip t ivo  de 10s procesos 
que se ver i f i can  durante e l  desar ro l lo  d e l  coraz6n de Bufo arena- 
rum no habia s ido  rea l izado has ta  e l  momento y por l o  t an to ,  a 
-3 
10s efectos  de tener  un parsmetro valedero para l a  i n t e r ~ r e t a c i h  
de 10s resul tados  experimentales tuvimos que r e a l i z a r  un es tudio  
inherente a 1  desarrol lo  de l  coraz6n desde e l  es tad io  de placa n e s  
r a l ,  has ta  e l  comienzo de l a s  e tapas  larvales.  E l  e s t a d io  de pla- 
ca neural  representa una f a s e  embrionaria muy adecuada para nues- 
t r o  es tudio ,  dado que permite l oc a l i z a r  e l  mesoderm0 presuntivo 
cardiaco en un period0 temprano de l a  organog6nesis. 
- ~ s t a d i o  13 (Placa neural) .  La morfo- 
l o g i a  in te rna  que presentan 10s embriones a 1  i n i c i o  de este eskz  
d io  no es andloga a l a  que ofrecen 10s e'mbriones pr6ximos a a k a 2  
za r  e l  es tad io  subsiguiente, e s  dec i r  e l  de surco neural. En e f e c  
t o ,  un co r t e  t r ansversa l  de 10s primeros demuestra que a n ive l  
d e l  fu tu ro  esbozo cardiaco, l a s  l h i n a s  l a t e r a l e s  mesod&rmicas , 
s i  bien durante 10s procesos de gastrulacihn han podido avanzar 
desde e l  blastoporo hacia l a  regi6n a n t e r i o r  e n b e  e c t o  y endo- 
dermo, no han migrado todavia hacia l a  l i ne a  media ve n t r a l  ( f ig ,  
3 1. Cabe sefialar que en cada lsmina mesod&rmica, b i e s t r a t i f i c a  
-
da y r i c a  en plaquetas v i t e l i n a s ,  no se  reconoce a h  l a  somato 
y l a  esplacnopleura. E l  a n d l i s i s  de c o r t e s  h is to l6gicos  de ernbrio- 
nes en es tad io  c a s i  terminal de placa neural ,  constata ,  en cambio, 
que l a s  lsminas l a t e r a l e s  mesod&rmicas se han extendido y fusio- 
nado en l a  l i n ea  media vent ra l ;  s i n  embargo, a h  no hay ind ic ios  
de diferenciaci6n de es t ruc tu ras  cardiacas ( f ig .  4 1. 
-  sta adios 14 - 15 (Surco neura l ,  Rota- 
ci6n).  La ngurula pierde su forma subesf6rica y se alarga;  e s t o s  
movimientos involucran a l a s  t r e s  hojas embrionarias. En e l  meso- 
dermo, a nive l  d e l  fu tu ro  'esbozo cardiaco, 10s dos e s t r a t o s  celu- 
l a r e s  que l o  componen se  encuentran separados por una reducida 
hendidura que durante e l  u l t e r i o r  desa r ro l lo  se tornarg m6s am- 
p l i a ,  ubicando a l a  somatopleura m & s  externamente y a l a  esplac- 
~ i y .  3.  d o r t e  t ra r i sversa l  de placd neural .  trmpra- 
na ( r s t d d i o  13 )  de 6. arenarum. 3a. Se observa 
que e l  mesodermo de l a s  dos l&ninas  l a t e r a l e s  no 
se ha fusionado en  l a  l i n e a  media v e n t r a l ,  quedac 
do l i b r e  una zona. Las l i n e a s  i nd ican  e l  margen. 
m = mesodermo. x 50. 3b. De ta l l e  de una l b i n a  
l a t e r a l  mesod&rmica ubicada e n t r e  e c t o  y en- 
dodermo. SEM. x 300. 
F i g .  4.  Cor te  transversal de placd neural tardia (estadio 
13) de U. arenarum. 4a. E l  mesodermo de l a s  l b i n a s  late& 
rales  se ha fusionado en l a  l inea media ventral. rn = mesg 
dermo. x 80. 4b. Detalle del grea ventral, .se observa que 
e l  mesodermo forma un estrato continuo (+ 1. SEM. u 250. 
-  sta adios 16 - 17 (Tubo neural, Brote 
caudal). Durante el desarrollo de estos estadios embrionarios 
se verifica una diferenciaci6n morfol6gica en el mesoderm0 a ni- 
vel del Srea cardiaca; en efecto, la inicial separaci6n entre es 
placno y somatopleura aumenta kodavia mis. Este espacio consti- 
tuirs la cavidad pericsrdica, limitada dorsalmente por la esplac- 
nopleura (que darg lugar a1 miocardio 1. Se verif ican ademis, di- 
ferencias citoldgicas entre las dos lsminas mesod6rmicas: la es- 
placnopleura, que a este nivel+tambikn se denomina lll&nina pre- 
miocardialfl, adquiere un aspect0 caracteristico por las c6lulas 
, . 
de foma piramidal, altas y de n6cleos alternados (fig. 5 ), que 
la diferencian de las regiones circundantes. La somatopleura, a 
nivel cardiaco, no sufre, citol&gicamente, modificaciones signi- 
ficativas dado que sus cglulas quedan de forma cuboide. 
A1 promediar el estadio de tubo neural, 
un grupo celular de origen rnesod6rmico se ubica entre el mesoder 
iho pre-miocsrdico y el endodermo anterior; representa el origen 
del endocardio, mss especificamente el revestimiento endotelial 
de las cavidades del coraz6n.'~u&ndo inicia el estadio de brote 
caudal, las c~lulasendoc~rdicas se agrupan en forma de pequefios 
-- -- - -- 
t6bulos. (fig. 6 1. 
Los cortes hist~l&~icos, tanto de embrio- 
nes en estadio de tub0 neural, como as5 tambign de brote caudal, 
tratados con azul de bromofenol-mercurio o bien con la reacci6n 
de PAS, adquieren una intensa coloraci6n azul en el primer caso 
y magenta en el segundo. Estos cuadros cromaticos se deben a la 
presencia de numerosas plaquetas vitelinas que a1 mostrar avidez 
por 10s colorantes usados, indicarian su riqueza-en proteinas y 
carbohidratos. 
Cabe sedalar que la matriz celular mues- 
tra una dgbil reacci6n para proteinas y carbohidratos; por otra 
parte, el alcian blue, en 10s msrgenes de pH en 10s que ha sido 
empleado, no constata presencia de mucopolisac~ridos. 
- ~stadio 18 (Respuesta muscular).' Los 
cortes histol6gicos a nivel de l  esbozo cardiaco muestran un par- 
Fig. 5. Corte transversal de bot6n caudal.de 8. are- 
-
narum. St: observa un grupo de celulas endocerdicas 
-
inwdiatamente por encima de la esplacnopleura ( d s  
internal y somatopleura (ink external separadas por 
una incipiente cavidad celbica. x 100. 
F i g .  5b. Idem 5a. Mayor aumento. E l  grupo .de c6lulag 
endocirdicas forma pequelos t G ~ u i o s  ( f lechas l imita- 
dos dorsalmente p o r e 1  endoderno y ventralmente por 
e l  mesoderm0 espl icnico.  x 250. 
F i g .  6. cbrte transversdl de un embri6n de B.. arana- 
run en rst, i io  de ~ o t d n  Caudal. Detal le  de t h u l o s  
. -
endocirdicos entre endodermo (en  1 y mesod6mo c k d i a  
c o  (me). x 250; 
ticular y significative movimiento del mesoderm0 pre-mioc6rdico 
que sufre un rrepliegue. Debido a esta nueva disposicidn morfold- 
gica se formarb un canal abierto dorsalmente, en cuya luz se en- 
, , cuentran cglulas endocGrdicas que se ordenan en t6bulo (fig. 7 ). 
t .  .--? A1 promediar este estadio, el movimiento de repliegue del meso- 
Y ' demo pre-miocbrdico avanea de mod0 tal que 10s bordes del canal 
abierto llegan casi a unirse dorsalmente a las c6lulas endocbrdi- 
cas y por debajo del endodermo faringeo (fig. 8 1, La uni6n de 
10s bordes libres del canal favorece la formaci6n de a mesocar- 
dio.dorsa1 cuya vida es effmera (fig. 8 ), 
A1 finalizar el estadio de respuesta 
muscular el coraz6n se presenta como un tub0 recto, compuesto por 
tres ldminas concgntricas mesod6micas: el endocardio, se dispo- 
ne m5s internamente, el pericardio mss externamente y entre las 
dos el miocardio (fig. 9 1. 
- 
- ~stadfo 19 (Latido cardiaco). En este 
estadio 10s plegamientos del tubo cardiac0 terminan luego de ha- 
ber proporcionado a1 corazdn su forma caracterfstica. Inicialmen- 
te se verifica un plegamiento del tubo hacia la derecha el que, 
- -
en etapas sucesivas, se repliega hacia arriba y adelante. A1 com- 
pletar el movimiento que coincide con la finalizaci6n de este es- 
tadio, en el coraz6n que se presenta en forma de "S", se caracte- 
. . ,. . rizan cuatro regiones: anteriormente, el con0 arterial en conti- 
nuidad con la aorta ventral; le sigue el ventriculo que se dife- 
rencia en el sitio en donde se ha verificado la primera inflexi6n, 
-resultando la cdmara mbs voluminosa y todavia ubicada en posici6n 
lateral con respecto a1 e je longitudinal del embridn (fig. 10, 11 1 . 
---- - 
integra el t u b ~  cardiac~, el atrio que temnina en el sen0 venoso 
-
en continuidad con las venas vitelinas. 
El anslisis histol6gico demuestra una 
significativa disminuci6n, en que a1 volumen se refiere, de las 
cglulas miocdrdicas que se tornan cuboides y con nGcleo central 
(fig. 12 1. ~ambi&n disminuye signif icativam,ente el nihero de 
las plaquetas vitelinas y se verifica, a medida que ocurren 10s 
procesos morfoldgicos, un paulatino aumento de intensidad de la 
coloraci6n de l,a matriz celular, en presencia de azul de bromo- 
a 
b , i  ~j. i .  i.1 te t r d r l n v c l  dal d e  un  r ~ i l ~ i r  6n d e  b. ,rt.n,- 
rim e n  c s t d d i o  de r e s p u e s t a  muscu la r .  Un movimiento 
-
p d r t i c u l a r  del mesoderrno c a r d i a c 0  forma un c a n a l  e n  
donde se ub ican  l a s  c 6 l u l a s  endocArdicas.  x 100. 
k ' ig .  8. Cor  te t r a r ~ s v e r s a l  de un ernbribn d e .  B. arena- 
r L m  e n  e s t a d i o  de r e spues t a  muscular. E l  mesoderrno 
-
se ha plegado circundando a l a s  c g l u l a s  e n d o c k d i c a s  
d i s p u e s t a s  en  tfibulo. Las f l e c h a s  $ndican l a  cavidad 
per icGrdica .  x 250. 
Fig .  9b. Idem f t g .  9d. Ms- 
yor dumento. cp: caviddd 
pericArdicd; c m :  cavidad 
mioc&rdica; ce ; cavidad 
endocsrdica.  x 250, 
Fig .  9a. Corte transversa l  
de un ernbri6n de El. aren~i-  
ruin a1 f i n a l i z a r  e l  e s t a d i o  
-
de respues ta  muscular. E l  
coraz6n se presenta  como un 
tub0 r e c t o  compuesto por tres 
lsminas mesod&rmicas concgn- 
k r i c a s .  x 100. 
E?tg. 10. ~mbribn da Bufo arenarun en estadfo de 'latido cardla; 
co, se ha quitado el ectodermo de la regi6n ventral y el peri- 
'cardio para poder apreciar el ventrfculo (v) orientado a la de- 
recha, co: cavidad oral; b: branquias en desarrollo; e: endo- 
dermo de la regi6n media, SEM. x 150. 
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Fig .  12. Corte transversal de un embrihn de B. are- 
* 
narum en es tadio de la t idq  cardiaco. Se aprecia e l  
- . . 
ventriculo ( v f ,  e l  a t r i o  (a) y l a  cavidad perich- 
dica (+I. x 250. 
fen01 o co,n el mgtodo de 'AS. 
El material amorfo que la cavidad miocsr- 
dica contiene,, se tifie moderadamente con el Alcian blue a pH 2.5, 
lo que revelaria la presencia de mucopolisac&ridos sulfatados, 
La distribuci6n de esta reacci6n histoquimica aparece homoggnea- 
mente a lo largo de todo el tub0 card$aco, 
-  sta adios 20 - 21 - 22 (~irculaci6n 
branquial, Boca abierta, circulacibn en la aleta caudal), 'las cg 
vidades del coraz6n en estos estadios son bastante evidentes y 
un corte histologico transversal demuestra que una abertura comu- 
nica el ventriculo con la auricula. ~glulas tanto mioc&rdicas co- 
no endocgrdicas se ubican en la abertura y constituyen 10s esbo- 
zos de las v~lvulas atrioventriculares (fig-13 1. 
A1 promediar el estadio 21, $as cglulas 
mioc&rdicas pierden su aspect0 en empalizada y adquieren una for- 
ma subesferica con un nucleo relativamente voluminoso ubicado en 
el centroi por otra parte, desde estas cglulas se proyectan al- 
gunas prolongaciones citoplasm~ticas, 
" 
~1 anslisis histol6gico de embriones 
en estadfo 21 y 22 (boca ibierta y circulaci6n en la aleta de 
la cola), demuestra que en la pared ventricular se han formado 
grupos de cglulas mioc&dicas que se proyectan hacia la cavidad 
y que representan el comienzo de la formaci6n de 10s tabiques 
ventriculares (fig.14 1, 
En estos dos Gltimos estadios ademss, 
la matriz extracelular ubicada entre endocardio y miocardio se 
tiiie con alcian blue a pH 2.5, todavia mss que en 10s estadios 
anteriores; no obstante, la cploraci6n no es homoggnea, sino que 
aparece con mayor intensidad a nivel del con0 arterial, del sen0 
venoso y del canal au~~culoventricular (fig.15 y16 ), mientras 
- 
que las paredes ventriculares no muestran o muestran muy escasa 
afinidad para el colorante empleado, 
~e& nuestros resultados, en Bufo are- 
-- 
narum, a1 igual que en Vertebrados superiores, algunas cglulas 
me~en~uimdticas e ordenan por migraci6n entre la auricula y el 
ventriculo, dividiendo el canal aur~culoventricular en dos par- 
-39- '! 
F i g ,  1 3 ,  Carte transversal de un ernbri6n de 3, are- 
ndrum en estadio de circulaci6n branquial. Se obser 
- - 
va el ventriculo, el atrio y el canal atrioventricu- 
lar. SEM. x 200. 
P 
'"I 
Pig. 14. Corte t r ansve r sa l  de un embri6n de B. arena- 
rum en e s t a d i o  de boca ab ie r t a .  Se evidencian, en  l a  
-
pared v e n t r i c u l a r ,  grupos de c g l u l a s  m i o d r d i c a s  que 
representan e l  comienzo de l a  formaci6n de 10s t ab i -  
ques v e n t r i c u l a r e s  ( f l echas  1 ; l a  coloraci6n de azu l  
de bromofenol-mercurio e s  in t ensa  a n i v e l  de l a s  pla- 
que tas  v i t e l i n a s .  x 312. 
Fig. 15. Corte transversal de un embri6n de Bufo a- 
renarum en estadio de circulacibn branquial. La co- 
loracign con Alcian blue a pH 2.5 se haceevidente 
entre endocardio ( e l  y miocardio (m) a nivel del ca- 
nal aurbculoventricular . Alcian blue pH 2.5 i .  rojo 
neutro. x 250,  
F i g .  It. C o r t e  transversal de un ernbribn de bufo arr- 
narum e n  estadio de circulaci6n branquial. A1 igual 
-
que e n  1, f i g .  13, l a  coloraci6n con Alcian blue a 
pH 2 .5  se l i n ~ i t a  a1 espacio entre endocardio ( e l  y 
miocardio (m). Alcian blue pH 2.5/ rojo neutro. x 
250. 
; .,+.j!5 
1 , .  P',. 
t e s ,  l o  que concuerda con 10 sefialado por Markwald eE al .  (1978) 
en aves, E s t a  diferenciac i6n se v e r i f i c a r i a  en presencia de un 
a l t o  contenido de glicosaminoglicanos, 
Cabe sefialar que e l  t ratamiento de 10s 
co r t e s  con hialuronidasa,  previo a l a  reacci6n con a l c i a n  blue 
a pH 2,5, disminuye notablemente l a  coloracibn, en mod0 part icu-  
l a r  a n iv e l  d e l  tronco a r t e r i a l  y d e l  sen0 venoso; p e r s i s t e  una 
dgbi l  coloraci6n a l o  l a rgo  de l a  l h i n a  basa l  d e l  endocardio. 
Por o t r a  p a r t e  a n ive l  de l  canal  aur iculoventr icular ,  la  escasa 
disminuci6n de l a  coloraci6n demostraria que ex i s ten  mucosustan- 
c i a s  r e s i s t e n t e s  a l a  emima empleada, 
Las plaquetas v i t e l i n a s ,  en escasa can- 
t idad ,  se colorean con azul  de bromofenol-mercurio y dgbilmente 
con PAS ( f i g ,  17 1, Con a l c i a n  biue a p H  1.0 no se ver i f i can  reac- 
ciones s ign i f i ca t ivas ,  
-  sta adios 23 - 24 - 25 (Pliegue opercu- 
l a r ,  0p&rculo cerrado en e l  lado derecho, ~ ~ & r c u l o  complete). Las 
paredes del  vent r iculo  y de l a s  aur icu las  se encuentran formadas 
por dos o tres laminas c e lu l a r e s  y presentan trabgculas extensas. 
-- - - 
- E l  endocardio s e  adosa a l a  cara  in te rna  de l  miocar- 
d io ,  reduciendo 'en medida e l  area  ocupada por l a  ge l a t i na  
cardiaca. Tanto l a  matriz ce,lular de l  miocardio como as3  tambign 
l a  d e l  endocardio, muestran una in tensa  af in idad por l a  reacci6n 
de PAS o e l  azul  de bromofenol, 
Las plaquetas v i t e l i n a s ,  en escasa can- 
t idad  y de reducido volumen, s e  colorean dgbilmente con l a s  reac- 
ciones de carac ter izaci6n empleadas. 
En l a  matriz ex t race lu la r  10s mucopoli- 
sacsr idos  reaccionan con e l  a l c i a n  blue a pH 2.5; verif icandose 
una in tensa  y especi f ica  coloraci6n. D e  nodo analog0 a l o  que su- 
cede en es tad ios  embrionarios an te r io res ,  6 s t a  se produce a nive l  
d e l  tronco a r t e r i a l  y de l a s  v&lvulas cardiacas. Cabe sefialar que 
a p a r t i r  d e l  e s tad io  24 (opgrculo derecho cerrado) e l  a l c i an  blue 
marca, en l a  cara  in te rna  de l a s  t rab6culas ven t r i cu la res ,  una 
l i n ea  continua de coloraci6n que se i n t e n s i f i c a  en e l  es tad io  su- 
cesivo (es tad io  25)- 
Fig. 17 .  Corte transversal de un embriQ de Bufo a- 
renarum en estadio de circulaci6n en , la  aleta de l a  
cola. Se observan proyecciones de l a  pared mioc6rdi- 
ca hacia l a  1uz del tubo (*; l a  coloracibn con a- 
zul de bromfenol-mercurio es intensa en 10s nGcleos 
y dgbil en la s  plaquetas vitel inas (flechas,). x 800. 
En estos estadios el tratamiento con 
hialuronidasa, previo a la reaccidn con alcian blue pH 2.5. re- 
duce notablemente la coloracibn, tanto a nivel del tronco arte- 
rial como a nivel de las v&lvulas cardzacas. Luego del tratamien 
- 
to enzimstico, las trab6culas ventriculares no muestran ninguna 
reacci6n (ver tabla I), 
TABLA 1. Kesumen d e  l a s  reacciones histoquimicas durante 
e l  desarrol lo  cardiac0 de Bufo arenarum, 
plrquetrr vi telinar 
Atul dt br-0- 
. fenol-rcu- ++ 
rlo 
Ac . peryodico- 
Schlf f 
Alcian blue 
(pH 2.5) 
Alcian blue 
(pH 1.0) 
Azul de bromo- 
fenol-aercu- 
rio 
Ac. peryodlco- 
Schif f 
Alcirn blue 
(pH 2.5) 
Alcirn blue 
(pH 1.0) 
espacio tndoc&rdico-aioc&rdico 
Azul de bromo- 
f enol-mercu- 
rio 
Ac. peryodico- 
Schlf f 
Alcian blue 
(pH 2.5) 
Alcian blue 
(pH 1,O) -0 0- -0 0- -.. 
REFERENCIAS: ++, reacci6n intensa; +, reaccibn moderada; 
+-, reacci6n escasa; -- no hay reacci6n. 
3. 2. Observaciones experimentales. 
- Criterio adaptado para evaluar la diferenciacibn 
- - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
cardiaca. 
- - - - -  
Para evaluar la diferenciacibn cardiaca 
en embriones sometidos a explantes o trasplantes, se tuvo en cues 
ta, en primer lugar, la presencia de latidos cardiacos observables 
a1 microscopio binocular. 
En Bufo arenarum 10s latidos cardiacos 
-
se manifiestan en el estadio 20 que los'embriones mantenidos a 
temperatura de 22-238C, alcanzan aproximadamente 96 hs despu6s 
de la fertilizaci6n. Dado que en muchos casos experimentales se 
hacia dificultoso determinar con precisi6n el estadio de 10s em- 
briones por las malformaciones que por lo menos externamente, 
pueden presentar, hemos considerado como positivos 10s casos en 
10s que 10s latidos cardiacos se presentaban antes del sgptimo 
dia, es decir, cuando 10s controles habian superado el estadfo 
de pliegue opercular y presentaban latidos rftrnicos. 
Por otra parte debe tenerse en cuenta 
que por la escasa diferenciacih cardiaca, 10s latidos en la ma- 
yoria de 10s casos resultan muy &biles y dificiles de apreciar; 
por lo tanto ha sido precis0 recurrir a la observacibn histol6gi- 
ca para poder corroborar la diferenciacibn del tubo cardiac0 y 
la presencia de elementos formes de la sangre, que demostrarfan 
el funcionamiento del coraz6n y su participaci6n en la circula- 
ci6n general del cuerpo. 
La observaci6n macroscopica y el angli- 
sis histol6gico utilizados comparativamente o en' paralelo, pro- 
porcionan un fehaciente parsmetro y permiten una interpretaci6n 
. . 
coherente a6n cuando se obtengan, a raiz de 10s explantes o tras- 
plantes formas muy anbmalas. 
3.2.1. - Explante de todo el endodermo. 
- - - - - - - - - - - - - - -  
seg6n ha sido constatado, el explante 
de todo e1,endodermo de ngurulas de Urodelos, efectuado en el 
estadio de placa neural, no permitiria la diferenciaci6n cardia- 
ca (Balinsky, 1939; Jacobson, 19601, Con el objeto de comprobar 
si en Bufo arenarum se verificaran resultados similares, se rea- 
lizaron explantes de endodermo en estadios de placa neural o sur- 
co neural, siguiendo la metodologia seiialada en la secci6n 2.2.1. 
Si bien 10s embriones a1 desarrollarse 
presentan diferentes tipos de hnomalias, consignamos que entre 
las m&s frecuentes se destacan procesos de hidropesia y un defi- 
ciente desarrollo o ausencia de las branquias, 
De 42 embriones operados, sobrevivieron 
a la operaci6n 31 ejemplares, sin embargo stilo 3 presentaron la- 
tidos cardiacos espor&dicos; 10s restantes 28 embriones no pre- 
sentaron latidos cardiacos por lo menos detectables a la obser- 
vaci6n macooscopica, 
Cabe sefialar que en algunos casos las 
escasas c6lulas endod6rmicas que quedan-luego del explante, tra- 
tan de okganizarse a nivel de la faringe (fig.18 1; ademgs, si 
bien con menor frecuencia, es posible que a niveles correspondiec 
tes a la ubicaci6n del coraz6n, se forme un tubo de origen mes9- 
dgrmico, de paredes unicelulares y sin elementos formes en su in- 
terior (fig, 181, 
3.2.2. - Trasplante de endodermo. 
- - - - - - - - - - - -  
El anslisis de 10s procesos inductores 
que se verifican durante el desarrollo del coraz6n de Bufo are- 
-- 
narum, ha sido realizado utilizando, segh se seiial6 en material 
y mgtodos, 3 tipos de trasplante de endodermo. 
1) En la primera serie experimental, porciones de 
endodermo de la regi6n "anterior" o faringea de embriones en es- 
tad20 de placa neural, se trasplantaron en la misma Srea de otros 
embriones, en el mismo estadio,con el objeto de descartar que las 
eventuhes anomalias depndiesen de la metodologia, 
Los embriones no presentan, macrosctipi- 
camente, alteraciones de importancia, s610 se destaca un des i -  
qua1 desarrollo de las branquias externas, De 10s 30 embriones 
Pig. 18. ~mbri6n de B, 
- 
arenarum a1 que en es- 
tadios neurales se le 
explant& todo el endo- 
demo, Restos de esta 
hoja embrionaria se han 
organizado a nivel de 
la faringe (ph). Fle- 
cha: coraz6n. x 125. 
Fig, 19. ~mbrihn normal (con 
troll Corte transversal a nz 
vel del coraz6n (h). ph: fa- 
ringe. x 125. 
que recibieron este tipo de trasplantes, 26 se desarrollaron has- 
ta estadios avanzados y menos uno, todos presentaron latidos car- 
diacos (ver tabla 11). 
El anslisis histol6gico revela que, en 
la mayoria de' 10s casos, a pesar de verificarse una apreciable 
hipertrofia de la faringe, la diferenciaci6n cardiaca es normal; 
en efecto s6lo en pocos casos; el an6malo desarrollo de la farin- 
ge interfiri6 el plegamiento del tub0 cardiaco con el resultado 
de una an6rnala disposici6n de las cavidades del coraz6n, sin a- 
fectar la diferenciaci6n tisukar. 
2) En el segundo grupo experimental, endodermo de 
la regi6n l1mediaW de embriones en estadfo de surco neural, fu6 
trasplantado en el srea faringea de otros embriones del mismo es- 
tadfo, De 10s 38 embriones operados, 25 lograron alcanzar esta- 
dfos avanzados pero s6lo 6 presentaron latidos cardfacos. 
El estudio histol6gico de 10s embriones 
de este grupo experimental, pone en evidencia que, a1 igual que 
en el grupo anterior, la faringe se presenta hi~ertr6fica.~ con 
elementos celulares amorfos en su interior (fig.20 1, 
Por otra parte 11 de 10s embriones pre- 
sentaron elementos de origen mesad6rmic0, organizados a nivel del 
coraz6n, per0 s6lo 7 constituyeron un tubo cardiaco con partici- 
paci6n en la circulacidn (fig- 20 ) y en la mayoria, el coraz6n 
estaba representado por un tubo de paredes pluricelulares~ Debi- 
do a su estructuraci6n resulta dificil sin embargo reconocer el 
ventrfculo, las auriculas etc; la cavidad pericgrdica es amplia, 
limitada por un pericardio monocelular que se adosa a la pared 
del cuerpo. 
, . -  
3) Los ernbriones del 3er- grupo experimental, que 
recibieron en el srea faringea el trasplante de endodermo "pos- 
terior" de otros embriones en estadio de surco neural, presentan 
anomalias externas an6logas a las observadas en 10s embriones 
del grupo 1, es decir, hidropesia, escaso desarrollo de branquias, 
etc. Es de destacar que ning6n embri6n de este grupo, mostrd la- 
tidos cardiacos (tabla 11). 
Fig. 20, ~ r i 6 n  de Bufo 
8- 
a r  . que r e c i b i o  el -
t r a sp l aa t e  ,. en e l  Grea 
f arlngea , he endode-? 
de l a  regi&n media de oc 
tra embri6n (ver texto). 
Se aprecia  l a  far in9  
(ph),  coraz6n (h) y pe- 
r i c a r d i o  ( p )  x 125- 
Fig. 21, ~mbr i6n  de Bufo are- 
- &+: narum que r ec ib i6  e l  t r a s p l a ~  &=- : )*'"*'' 
t e ,  en  e l  Area far ingea ,  de en -t.vP 
- .  
dodermo de l a  regi6n p o s t e r i o r  
de o t r o  embri6n (ver  t ex to ) ,  La 
fa r inge  se presenta h ipe r t r6 f i -  
ca (ph) y a n ive l  de l  Area car- , 
diaca no se ve r i f i c a  dlferen: ,- 
ciac i6n d e l  coraz6n ( f lecha) .  
Fig .  22. ~ m b r i 6 n  de Bufo arenarum d e l  mismo 
-
grupo experimental  de l a  f i g u r a ' 2 1 .  Se apre- 
c i a  l a  f a r i n g e  h i p e r t r b f i c a  (ph )  y una e s t r u c  
t u r a  t ubu la r  a  n i v e l  card iac0  per0 sin d i f e -  
r enc i ac i6n  ( f l e c h a ) .  x 125, 
T r a s p l a n t e  N Q 
operados 
Sobre- Con l a t i d o  Con d i f e r e n -  Con e i r c u l a -  
v i v i e n t e s  c a r d l a c o  c i a c i b n  c a r -  c i b n  sangui -  
d i aca  nea 
Endodermo de 
l a  r eg i6n  
f a r i n g e a  
Endodermo de  
l a  r t g i 6 n  
media 
Endodermo de 
l a  r e g i 6 n  
p o s t e r  icir 
Tabla  11. Resul tados  o b t e n i d o s  a 1  t r a s p t a n t a r  endodermo d e  d i s t i n t a s  Q r e a s  d e  e m -  
b r i o n e s  en  e s t a d i o  d e  su rco  n e u r a l ,  en  el a r e a  f a r l n g e k  d e  embriones 
en  e l  mismo e s t a d l o .  
La imsgen histol6gica revela hipertrofia 
de la faringe y corrobora que no hub0 diferenciaci6n del coraz6n 
(fig.21 1. En su lugak, se encuentran en la mayoria de 10s casos, 
numerosas cglulas me~en~uimaticas incapaces de ordenarse en es- 
tructkras que tengan un signif icado (fig. 21 1 ; s6lo en algunos 
casos grupos de cglulas mesod&rmicas se ordenan en cordones mgs 
o menos irregulares (fig-22 ), 
3-2.3, - Cultivos in vitro, Medios salinos. 
- - - -  - m e - - - - -  
Los resultados de Jacobson y Duncan 
(19681, demuestran que el mesodermo presuntivo cardiaco de ernbriz 
nes de Ambystoma tiqrinum (Urodela) segb si ha sido mantenido 
en cultivo en el medio salino propuesto por Holkfreter o, respec- 
tivamente, en el de Niu y 'Twitby, ofrece un cuadro de desarrollo 
distinto, En base a estos resultados, hemos considerado oportuno 
ante,s de iniciar 10s ensayos, reconocer la soluci6n salina mgs 
apropiada para la diferenciaci6n cardiaca de Bufo arenarum. Nues- 
-
tro anglisis experimental se orient6 a1 estudio del mesodermo pre- 
suntivo cardiaco (MPCI.de embriones en estadios de placa neural, 
surco neural o rotaci6n (estadios 13, 14 y 15) cultivado junto 
con el propio endodermo adyacente. En la figura22ase esquemati- 
zan 10s resultados obtenidos usando respectivamepte la soluci6n 
de Holtfreter o la de Niu y Twitty. 
En 10s grupos de ensayos en 10s que se 
utiliz6 la soluci6n salina de Niu y Twitty pudimos comprobar (Fig. 
22a) que resulta muy apropiada para la diferenciaci6n del mesoder- 
mo presuntivo cardiaco aislado, tanto de embriones en estadio de 
placa neural, como asi tambih de embriones en estadio de surco 
neural o de rotaci6n. Se pudo apreciar ademss, que en estos casos 
no existen diferencias apreciables entre HoMreter standard y Hol- 
tfreter madre las que, por otra parte,representan un medio sali- 
no de cultivo relativamente menos adecuado por lo menos para nueg. 
tros ensayos. 
Debido a estos resultados hemos conside- 
rado oportuno realizar 10s ensayos experimentales utilizando co- 
-55- 
Cul t i v o s  con latidos 
ESTADlOS EMBRIONARIOS 
Fig. 22%. Kesultados obtenidos dr cu l t ivos  dr rnesoder- 
mo presuntivo cardiac0 junto con endodermo 
anterior mantenidos en tres rnedios sa l inos  
d i s t in tos .  HS: Holtfreter standafd; Mi Polk- 
f r e t e r  madre; NT: Niu-Twitty. 
mo medio de cultivo la soluci6n propuesta por ~ i u  y Twitty. 
3.2.4. Cultivo de mesodermo del srea cardiaca explantad? cJe-dAs= 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
tintos estadios de desarrollo. 
- - - - - - - - - - - - - - - -  
- 
-- -- - 
- 
- - - - - - - - - - - 
Con el objeto de comprobar el grado de 
determinaci6n del mesodermo cardiaco en diferentes etapas del dg 
sarrollo, es decir la capacidad de auto diferenciarse sin la in- 
tervencidn de otros territorios, hemos cultivado, en explante, 
mesodermo de sreas cardfacas de embriones en distintos estadios 
de desarrolld. 
~egGn 10s resultados que hemos obteni- 
do, el cultivo de mesodermo presuntivo cardiac0 explantado de 
estadios neurales (placa neural, surco neural, rotaci6n) a1 di- 
ferenciarse no presenta latidos cardiacos; en carnbio, cuando el 
explante interesa mesodermo de embriones en estadio de botdn cau 
- 
dal (fig. 23) un 30% (4/11, nhero de casos positivos/n&nero to- 
tal de explantes de este tipo) presenta contracciones rftmicas 
entre 5 y 6 dfas despugs de comenzado el cultivo. Cuando el me- 
soderm~ presuntivo cardiaco se explanta de estadios mgs avanza- 
dos, el porcentaje de casos positivos aumenta, mientras que dis- 
minuye el tiempo en que tardan en aparecer 10s latidos. En efec- 
to, el 78% de 10s cultivos de mesodermo presuntivo explantado de 
embriones en estadio de respuesta muscular, presenta latidos a1 
2Q dia; en cambio en 10s cultivos de mesodermo cardiac0 de embrio 
nes en estadio 18 (latido cardiaco), 10s latidos se manifiestan 
a las pocas horas. 
Estos resultados permiten emitir la hi- 
~6tesis que por lo menos en Bufo arenarum el mesodermo presunti- 
-
vo del coraz6n se encuentra 6eterminado a1 promediar el estadio 
de both caudal testadlo 17) (fig. 6 ), 
El an6lisis histoldgico de 10s cultivos 
no demuestra organizacih cardiaca cuando el territorio mesodgr- 
mico es explantado de estadios neurales o de botdn caudal; en es- 
tos casos las cglulas se suelen disponer en varios estratos o, 
lo que es mss frecuente, se agrupan adquiriendo el conjunto for- 
ma subesf6rica. 
En cambio, si el explante del area en 
estudio se realiza en la etapa de respuesta muscular o en etapas 
--- - 
m6s avanzadas, se organiza, a1 promediar el cultivo, una forma 
tubular hasta con plegamientos; per0 sin la presencia de las ti- 
picas cavidades del coraz6n. Cabe sedalar que la disposici6n tu- 
bular del coraz6n en el desarrollo normal, se verifica desde la 
respuesta muscular (ver 3.1,). 
3.2.5. - ~cci6n inductora del endodermo anterior, 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Con el objeto de constatar la capacidad 
inductora del endodermo sobre la diferenciaci6n del territorio 
cardiaco, se explant& el mesodermo del srea cardiaca de embriones 
en distintos estadios de desarrollo y se lo mantuvo en cultivo 
in vitro junto con endodermo de sreas anteriores, 
Sefialamos que en el caso de embriones 
en estadio 13 (placa neural) las sreas explantadas corresponden 
a 10s bordes libres del mesodermo de las l6minas laterales y reg 
pectivamente a1 endodermo de $reas dorsolaterales y laterales de 
la futura zona faringea (fig, 3a y 3b), En estadios mss adelan- 
tados, las Sreas explantadas corresponden en cambio a1 mesoder- 
mo ubicado en el sitio definitive de diferenciaci6n del coraz6n 
y en lo que a1 endodermo se refiere a1 piso de la faringe (fig. 
4a, 4b, 5 y 6). 
El analisis comparativo de 10s resulta- 
dos asigna a 10s explantes de areas cardiacas mesod&rnicas per- 
tenecientes a estadios de placa neural, escaso porcentaje de di- 
ferenciaci6n cardiaca'(2 casos positiv0.s sobre 15 cultivos) mien- 
. . 
.tras que en el estadio de surco neural constata un 50% de culti- 
vos con latidos (tabla 3) y en el estadio de rotaci6n determina 
que puede lograrse un 80% de casos de diferenciacibn cardiaca, 
Este ultimo portcentaje lo proporcionan .tambi&n 10s cultivos de 
mesodermo de embriones de estadios mss avanzados (tabla 111). 
TABLA 111 
ESTADIOS 
Embr io~ los  
13 
14 
75 
16 
17 
1 6 
19 
20 
t 
Resljmen de 10s resultados obtenidos cultivando meso- 
dermo cadiaco solo y mesoderrno cardiac0 en presencla 
de endodermo clrcundante de embriones en distintos 
estadios de desarrol lo.- 
MESODERM0 
. 
CARDIAC0 
Ncrnero Casos Porc 
Casos P o s ~ t  Ye 
14 0 0 
12 0 0 
15 1 6,6 
19 0 0 
1 1  4 36 
14 1 1  78 
12 1 1  91 
15 13 86 
MESODERM0 CARDIAC0 + 
ENDODERMO ANTERIOR 
NGmero 
Casos 
15 
1 6  
15 
16 
13 
13 
9 
12 
Casos 
Posit. 
2 
8 
12 
12 
1 1  
1 1 
8 
0 
Porc. 
O/e 
13,3 
50 
80 
7 5  
85 
85 
89 
. 83 
3.2.6. - ~cci6n inductora de distintas sreas endodgrmicas sobre 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
la diferenciaci6n cardiaca. 
- - - - - - - - - - - - - -  
Con el objeto de verificar si las ~arias 
. - -  
regiones endodermicas son capaces de inducir la diferenciaci6n 
cardiaca o si esta posibilidad se encuentra limitada s6lo a la 
reg& anterior, se realizaron una serie de cultivos de mesoder- 
mo presuntivo cardiaco de embriones en estadio 14 (rotaci6n1, 
juntamente con endodermo explantado, respectivamente, de la re- 
gi6n anterior, media o posterior de otros embriones del mismo es  
tadio. 
seg6n 10s resultados obtenidos, 10s cul 
- 
tivos de mesodermo presuntivo cardiaco en presencia de endoder- 
mo de la regi6n mss anterior, presentan contracciones ritmicas 
en un alto porcentaje (80%) corroborando lo que habiamos obser- 
vado en experimentos anteriores (fig. 24). En cambio, cuando el 
mesodermo presuntivo cardiaco se mantiene en contacto con endo- 
demo de Sreas mss posteriores, disminuye significativamente el 
nhero de cultivos que presentan latidos, Consignamos a1 respec- 
to, por mayores'detalles, que el mesodermo presuntivo cardfaco 
mantenido en cultivo en presencia de endodermo de la regi6n me- 
dia del embri6n, presenta un 45% de casos con latidos; en cambio 
cuando el mesodermo presuntivo cardiaco se desarrolla en contac- 
to con endodermo de regiones posteriores, la a~aricibn de 10s 
- -  - 
latidos cardiacos es muy expora/dica o nula. 
En el anslisis de 10s resultados de es- 
te tipo de cultivos, hemos tenido en cuenta tambign el tiempo 
transcurrido entre el momento en que se realiza el explante has- 
ta el momento en que se visualizan 10s latidos. Los resultados, 
sintetizados en la figura 24, muestran que casi el 50% de 10s 
cultivos de mesodermo presuntibo cardiaco mantenido en contacto 
con endodermo anterior, manifiestan evidentes signos de latidos 
a1 tercer dia despu&s del explante, porcentaje que se eleva a1 
85%, a partir del 80 dia del ensayo, 
Cuando el mesodermo presuntivo cardia- 
co se cultiva en cambi'o con endodermo de la regi6n media, en una 
. . 
Fig 24 Cul tlvos de mesoderrno presuntlvo cardiac0 de nCurulas en pre- 
serru de endodermo anrerlor -1; de la region m e d ~ ~  I---- 1 y de la 
regtdn posterior kt.-) de embrlones del msmo estadio, . 
Entre parentesis : n~jmet-o de cu l t~vos que presentan k t 4  
n l jmero  de cult~vos realizados de cada t ~ p o  .- 
muy escasa cantidad de casos 10s latidos aparecen alrededor del 
69 dia del ensayo; en otros se revelan m5s tardhmente, es decir, 
entre el 10Q y 12s dia (fig. 24 ) -  
3.2.7. - ~cci6n inductora de endodermo de distintos estadfos em- 
- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
brionarios. 
- - - - - -  
Algunos resultados obtenidos por Jacob- 
son (1961) explantando todo el endodermo de embriones de Taricha 
torosa (Urodela) en distintos estadfos de desarrollo, demostrav 
rian que hasta el estadio de bot6n caudal avanzado seria necesa- 
ria una estrecha asociaci6n entre esta hoja y el esbozo cardia- 
.i co para que.se desarrolle un coraz6n normal. 
Sin embargo, estos datos no aclaran si 
el endodermo presenta la misma capacidad inductora durante todos 
10s estadios embrionarios, o bien si se limita a 10s estadfos neu 
- 
' 
rales, es decir cuando se verifica la determinaci6n del Srea car- 
diaca. Con el objeto de aclarar el interrogante, hemos tratado 
de ensayar la capacidad del endodermo para inducir la formaci6n 
del coraz6n de Bufo arenarum en estadios distintos de desarrollo. 
-
~Acnicamente, se explant& el mesoderm0 
presuntivo cardiaco. de embriones en estadfo 14 (surco neural) y 
se lo cultiv6 en contacto, respectivamente, con endodermo ante- 
rior de embriones en estadio 14 (surco neural) y sucesivos has- 
ta el estadfo 20 (circulaci6n branquial) (fig. 2 ). 
Los resultados obtenidos, resumidos en 
la tabla IV, demuestran que: 
a) - el endodermo anterior (faringeo) de embriones 
en estadfo de surco neural (estadio 14) induce un elevado porcen- 
taje de diferenciaci6n cardiaca (el 80% de 10s cultivos). 
b) - el endodermo anterior de embriones en estadio 
de rotaci6n, o brote caudal, determina un muy escaso porcentaje 
de cultivos con latidos. 
c) - el endodermo anterior de embriones en estadios 
de latido cardiac0 o de circulaci6n branquial muestra una muy d6- 
bil o ninguna acci6n para la diferenciaci6n del territorio car- 
16 
Tubo Neural 
17 
Botbn Caudal 
18 
Reapu8sta WUS- 
cular 
TABLA I V .  Hesultados obtenidos a1 cultivar mesoderrno pre- 
suntivo cardiac0 de embriones en e s tad io  de sur- 
co neural (estadio 14 en contact0 con endoder- 
mo anterior de embriones en d i s t i n t q s  estadios 
de desarrollo. 
3.2.8. - Medios condicionados. 
- - - - - - - - - - -  
Esta s e r i e  de ensayos tuvo por obje to  
reconocer s i  l a  acci6n inductora de l  endodermo sobre e l  mesoder- 
mo presuntivo cardiaco se  ve r i f i c a  a expensas de l  intimo contac- 
t o  en t r e  inductor (endodermo a n t e r i o r )  y t e r r i t o r i o  competente 
(mesodermo presuntivo cardiaco) o bien,  s i  e l  inductor l i b e r a  
alguna sustancia o sustancias que d i fusas  en e l  medio actGan 
- -- . 
a n ive l  d e l  t e r r i t o r i o  competente. 
La metodologfa empleada, descr ip ta  en 
e l  punto 2.2.8., estsqbasada en l a  u t i l i z a da  por Niu y Twitty 
(1953) para e l  es tudio  de l a  acci6n inductora de l  cordomesoder- 
mo sobre e l  ectodermo para l a  diferenciaci6n de l  t e r r i t o r i o  neu- 
r a l .  
~ e & n  10s resul tados  que hemos obteni- 
do, e l  mesodermo presuntivo cardiaco proveniente de embriones en 
es tad io  de tubo neural  ( e s tad io  15) cul t ivado en "presencian, pe- 
r o  no en wcontacton,  de endodermo de l a  regi6n a n t e r i o r  de embrio- 
nes en e l  mismo es tad io ,  se diferencia  y presenta l a t i d o s  cardia- 
cos en un 100% de 10s casos, l o  que permite emi t i r  l a  h ip6 tes i s  
de que e l  endodermo a n t e r i o r  e j e r c e r i a  su acci6n inductora a t r a -  
ves de sus tancias  que difunden,en e l  medio. 
En o t r a  s e r i e  de ensayos, y con e l  ob- 
j e t o  de corroborar y apor tar  datos mss fehacientes para l a  in te r -  
pretaci6n de e s to s  Gltimos resul tados  obtenidos, s e  mantuvo en 
desa r ro l lo  durante 4 d i a s  endodermo de l a  regi6n a n t e r i o r  de em- 
briones en es tad io  de tub0 neural ;  luego se  r e t i r 6  e l  t e j i d o  en- 
dod6rmico y se pus0 en cu l t ivo ,  en l a  misma soluci6n s a l i na ,  me- 
* 
'sodermo presuntivo cardiaco de embriones que tambign habian lo- 
grado e l  mismo es tad io  de tubo neural. A p a r t i r  de l  cuar to  d i a  
d e l  cu l t i v o  de mesodermo cardiaco, un 90% de 10s explantes pre- 
sentaron l a t i d o s  ritmicos. Se confirmaria por l o  t an to  l a  hip&- 
t e s i s  de que e l  endodermo l i b e r a r i a  alg6n f a c to r  q u h i c o  capaz 
de actfiar como inductor  para l a  diferenciaci6n de l  mesodermo pre- 
sun t ivo  cardiaco,  
Hay que a c l a r a r  que e l  experiment0 re 
v i s t e  c i e r t a s  d i f i c u l t a d e s  t 6cn lcas  dado que s e  p r e c l s a  coordenar 
l a  p resenc ia  de embriones en  e s t a d i o  de tubo neu ra l  que proporcio- 
narsn  e l  mesodermo card iaco ,  con e l  momento en  que, luego de 4 
d i a s ,  se r e t i r a  de 10s c u l t i v o s  e l  endodermo. 
3.2.9, - Cul t ivos  de exp lan te s  en "sandwich". 
- - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Los exp lan te s  en  "sandwich", c i e r r a n  
con r e l a t i v a  f a c i l i d a d  sus  bordes y forman c a s i  siempre una e s t r u c  
t u r a  subes f&r lca ,  m 5 s  o menos voluminosa, cuyos movimientos g i r a -  
t o r i o s  se deben a l a  acci6n de c i l i a s  que s e  d i s t r i buyen  como me- 
chones en  s r e a s  c e l u l a r e s  ectod&rmicas,  
Grupo 1, Incluye "sandwich" que corresponden a 1  c u l t i v o  
de mesodermo presunt iqo  card iaco ,  junto con endodermo d e l  s r e a  
a n t e r i o r  (endodermo fa r ingeo ) .  En l a  mayoria de 10s casos ,  e n t r e  
e l  t e r c e r  y cua r to  d i a  s e  mani f ies tan  l a t i d o s  card iacos  aunque 
con una f recuenc ia  menor que l a  observada en  embriones con t ro l e s ,  
E l  a n 6 l i s i s  h i s t o l 6 g i c o  demuestra c&- 
l u l a s  endod6rmlcas mss o menos organizadas  en  tubos que, s e g h  
sue l e  o c u r r i r  en  muchos casos ,  p resen tan  un t i p i c o  aspec t0  ep i t e -  
l l a l  (fig. 2 5 ) .  ~ a m b i & n  s e  evidencian c g l u l a s  mesod&rmlcas que 
consideramos l a s  responsables  de l a s  contracclones ,  
Cabe sefialar a 1  r e spec to  que 10s l a t i -  
dos card iacos  que se v e r i f i c a n  en  e s t a s  condiciones  experimenta- 
les no parecen depender de e s t r u c t u r a s  ca rd i acas  organizadas;  s6- 
l o  hemos encontrado c & l u l a s  m e ~ e n ~ u i m s t i c a s  d i s t r i b u i d a s  a1 a z a r ,  
que a veces ,  l l m l t a n  cavidades m 5 s  o menos amplias ( f i g ,  26, 27). 
Un caso i n t e r e s a n t e  l o  presen ta ron  al- 
gunos c u l t i v o s  e n  10s que,  por un creclmlento desproporclonado 
d e l  ectodermo, se form6 una acumulacibn c e l u l a r  que,  a mod0 de ba- 
r r e r a ,  se i n t e rpuso  e n t r e  e l  endodermo y e l  mesodermo presunt ivo  
kardiaco;  no s e  presen ta ron  l a t i d o s  y e l  a n s l i s i s  h i s t o l 6 g i c o  pus0 
Fig, 26. Grupo 1. Cul 
vo en ltsandwichll. Se 
p rec ia  e l  endodermo ( 
y l a s  c e l u l a s  mesenqu 
msticas (PIE) rodeando 
vidades de valumen d i  
t in to .  ( f l echas ) .  
Fig. 25. Grupo 1. Cult ivo 
en ttsandwichlt. E 1 endoder- 
mo s e  ha organizado en un 
tub0 y sus & l u l a s  presen- 
t a n  apar iencia  e p i t e l i a l  
(EM).  E l  mesodemo se ha 
diferenciado e n  mesenqui- 
ma (PILE) que l i m i t a  algunas 
cavidades, ( f l echas ) ,  
ti- 
a- 
EN) 
.i- 
t ca- 
s- 
Fig. 28. Grupo 1. Culti 
,, 
vo en ffsandwichff. El m e  
sodermo (ME) ha quedado 
aislado del endodermo 
(EN) por una barrera 
de ectodermo (EC) y no 
presenta dif eren~iaci6n. 1 
Fig. 27. Grupo 1. Cultivo 
en "sandwichw. Idem ante- 
rior. EN: endodermo. ME; 
mesodermo. Flechas: cavi- 
dade s . 
en evidencia que las c&lulas mesod&rmicas no habian sufrido dife- 
renciaci6n (fig. 28). 
Consideramos de inter6s destacar que 
en el "sandwich11 constituido por ectodermo banal y por mesodermo 
presuntivo cardiaco, no se verificaron latidos y que no ha sido 
posible reconocer histol&gicamente, diferenciaci6n en las c6lulas 
mesod&rmicas (fig. 29 1. Solo en. un caso se verific6 la formaci6n 
de una cavidad amplia, limitada por una capa monocelular mesod&- 
mica, ansloga a1 peridardio; sin embargo las c6lulas mesod6rmicas 
en el interior no presentaron diferenciaci6n (fig. 30). 
Grupo 2 y 3. Comprenden explantes en "sandwich" formados 
por la uni6n de mesodermo presuntivo cardiaco con endodermo de 6- 
reas medias o posteriores, resGectivamente, del embri6n. El an&- 
lisis histol6gico demuestra presencia de c6lulas mesod6rmicas que 
no se organizan en estructuras cardiacas y no se diferencian en 
cglulas mesenquim~ticas (fig. 31, 32). En ning6n caso se manifes- 
taron latidos cardiacos. 
3.2.10. - ~egeneracih del esbozo cardiaco. 
~assndonos en la constataci6n de que 
en Bufo arenarum el esbozo del coraz6n se difererkia morfofisiol6- 
gicamente en el estadio de "both caudal" (ver secci6n 3-11, he- 
mos considerado oportuno realizar una serie de explantes y tras- 
plantes de este esbozo, tanto aisladamente como as; tambign junto 
con el endodermo faringeo, con el objeto de reconocer eventuales 
procesos de regeneraci6n y/o de inducci6n. Los estadios operados 
abarcan 10s comprendidos entre*11bot6n caudal" y "latido cardiacou. 
A) Explantes. 
a) Explante del esbozo cardiaco. 
El explante que interesa solamente el 
esbozo cardiaco del estadio de 11bot6n caudalw no parece causar da- 
Ro a1 endodermo faringeo que, como lo demuestra la figura se man- 
Fig.  30. Grupo 1. Cultivo 
en "sandwich". Ectodermo 
(EC) y mesoderm0 (ME). 
Fig. 29, Gmpo 1, Cultivo 
en wsandwichB1. Ectodermo 
banal (EC) y mesodemo (PIE) 
no diferenciado. 
Fig. 31. Grupo 2. Cultivo 
en wsandwichn. Endodermo 
(EN) y mesodermo (ME). 
Pig. 32. Grupo 3. Cultivo ~: 
en " sandwichl1. Endodermo 
(EN) y mesoderma (ME). 
t i e n e  in tac to .  En l o  sucesivo y m & s  precisamente a p a r t i r  d e l  cuar- 
t o  d i a  d e l  explante,  e l  83 % de 10s embriones manifestaron l a t i d o s  
r i tmicos  ( f i g ,  33, 34, 35).  
-- 
La observacihn h i s to l6g ica  corrobora 
l a  presencia de un corazhn, var iable  e n  forma y volGmen, que en 
l a  mayoria de 10s casos s e  encuentra representado por un tub0 car- 
d i a c ~  replegado ( f i g .  36).  Sus'paredes son muy delgadas y a veces 
monoestratificadas. ~dem&s e  aprecian algunos tabiques de f i b r a s  
musculares que se  or ientan  desde l a  p e r i f e r i a  hacia  e l  cent ro  d e l  
tubo cardiaco. En e l  i n t e r i o r  de e s t o s  imperfectos corazones, l a  
presencia de elementos figurados de la  sangre, permite e m i t i r  l a  
h i p 6 t e s i s  que e l  coraz6n regenerado p a r t i c i p a  en 10s procesos de 
circulacihn.  Cabe destacarse que 10s gl6bulos ro jos ,  con n6cleo 
voluminoso, no parecen d i f e r i r  de 10s que se  encuentran en 10s con- 
. . 
t r o l e s  . 
La pos ib i l idad  de r e g e n e r a c i h  d e l  es- 
bozo cardiaco  en embriones en e s t a d i o  de bot6n caudal ,  se pierde 
paulatinamente con e l  sucesivo desarro l lo ,  En e f e c t o ,  s i  a embrio- 
nes en e s t a d i o  de f 'respuesta muscularff s e  l e s  explanta e l  esbozo 
cardiaco,  ~ 6 1 0  se regenera un tubo histol6gicamente poco diferen-  
ciado, dentro de una cavidad ~ e r i c s r d i c a  bas tan te  amplia, hidr6- 
pica. S i  bien  s e  manif iestan l a t i d o s  r i tmicos ,  cesan en poco t i e m -  
po y l a  l a rva  no sobrevive ( f i g .  37). 
S i  e l  explante d e l  esbozo cardiaco s e  
r e a l i z a ,  en cambio, en embriones en e s t a d i o  mss avanzado como e s  
e l  de " l a t i d o  cardiacon,  no se v e r i f i c a  regeneraci6n, Los es tad ios  
l a r v a l e s  que en e s t e  Gltimo caso s e  desa r ro l l an ,  presentan cuadros 
de hidropesia ,  malformaciones en l a s  branquias,  no mukstran l a t i -  
dos y sobreviven poco tiempo. 
E l  c o r t e  h i s to l6g ico  en e s t o s  casos, 
demuestra, a n ive l  d e l  Srea cardiaca,  un grupo de cglu las  que no 
logra  organizarse en tubo. 
b) Explante de esbozo cardiaco junto con endo- 
dermo . 
Fig,  33.  ~ m b r i 6 n  de B.  Srenarum ( c o r t e  s a g i t a l )  dos 
ho ras  despuks d e l  exp lan te  d e l  5 rea  ca rd i aca ,  E l  en- 
dodermo fa r ingeo .no  r e s u l t a  dadado ( p h ) ,  x 80. 
. 34. ~ m b r i 6 n  c o n t r o l  de B. arenarum ( c o r t e  sag i -  1;;) en  e s t a d i o  de b o t h  caudal. Se aprecia '  e l  brea 
ca rd i aca  ( f l e c h a ) .  x 100. 
Fig. 35. ~ m b r i 6 n  de B. arenarum ( c o r t e  s a g i k a l )  dos 
horas  despu&s d e l  explan te  d e l  &rea  ca rd i aca  y d e l  
endodermo ubicado inmediatamente por encimx. x 70. 
Fig. 3 6 .  Corte t r a n s v e r s a l  de un embrihn de Bufo a re -  a 
narum a 1  que, en  e s t a d i o  de botbn cauda l ,  se l e  explan- 
-
t b  solamente e l  Brea cakdlaca ( v e r  t e x t o ) .  Se ap rec i a  
l a  p resenc ia  de un corazbn regenerado, x 125. 
Fig, 37, Corte transversal de un embri6n de are-, 
narum a1 que, en estadio de respuesta muscular, se 
le explant& el Area cardiaca (ver texto). Se desarro- 
lla un pequeiio tub0 cardiac0 (flecha), Comparese con 
fig. 39 x 125. 
Cuando e l  explante i n t e r e s a  t an to  a1 
esbozo de l  coraz6n como a s i  tambign a1  endodermo de l a  regi6n an- 
t e r i o r ,  s e  v i sua l i za  en su lugar  ya a l a s  2 hs despu6s de l a  ope- 
raci6n,  un grupo de cglulas  const i tu ido por c6 lu las  endod6rmicas 
y, respectivamente, mesod6rmicas dispuestas un t an to  ca6ticamen- 
te .  No obstante,  determina, l o  rnenos a n ive l  macrosc6pic0, a l -  
teraciones va r i a s ,  siendo l a s  m & s  frecuentes una marcada hidrope- 
s i a ,  un an6malo desa r ro l lo  de l a s  branquias y l a  f a l t a  de l a t i d o s  
cardiacos, 
E l  a n s l i s i s  h is to l6gico  demuestra l a  
presencia de un pequefio grupo de c6lulas  de origen mesod6rmico 
suspen'didas dentro de l a  cavidad per ics rd ica  ( f i g ,  381, 
Cuando e l  explante de e s t e  t i p o  se 
r e a l i z a  en embriones en es tad io  de "respuesta muscular" o " l a t i -  
do cardiaco", no s e  r e g i s t r a  regeneraci6n de l  coraz6n. 
B )  Trasplantes,  
- - - - - . - 
S i  bien en 10s embriones tornados a1  
azar ,  e l  co r t e  h is to l6gico  demuestra l a  e f i c i enc i a  de l a  operaci;n, 
e l  explante de s61o e l  esbozo cardiaco de embriones en es tad io  de 
bot6n caudal sigue proporcionando un interrogante:  es dec i r  s i  e l  
&rea explantada corresponde o no a1  esbozo en estudio. 
Con e l  obje to  de contes tar  a1  in te r ro -  
gante y ga ran t i za r  l a  seguridad de l a  rmetodologia, hemos rea l i za -  
do e l  l t t rasplante" de l  esbozo, en e l  s r ea  ven t ra l  de o t r o  embribn 
de l  mismo es tad io  de l  donante. 
. 
Los resul tados  corroboran que e l  Srea 
corresponde a1  esbozo cardiaco; en todos 10s casos s e  aprecia ,  en- 
tre e l  4Q y 6Q d i a  de rea l izado e l  t r a sp lan te ,  l a  presencia en e l  
Area ven t ra l  de l a  l a rva  hugsped, de una ca r ac t e r f s t i c a  formacihn 
cuyos l a t i d o s  s e  a l t e rnan  con 10s de l  coraz6n normal ( f ig .  40). 
E l  a n s l i s i s  h is to lhgico  demuestra que 
e l  Grea trasplantada s e  d i ferencia  en un coraz6n m & s  o menos i r r e -  
gular ,  muchas veces de reducido tamaiio, c a s i  siempre ubicado en 
Fig. 38. Corte t ransversa l  de 
un embri6n de Bufo arenarum 
a1  que, en e l  es tad io  de bo- 
t6n caudal, s e  l e  explant6 . 
e l  s r e a  cardsaca y e l  endo- 
dermo adyacente, Notar. l a  , 
presencia de un grupo de c&- 
l u l a s  mesod6rmicas en l a  ca- 
vidad pericsrdica,  x 125. 
Fig. 39, Corte t r ans  
versa1 de un embri6; 
contro l  de B, arena- 
rum. E l  coraz6n e s t s  
-
totalmente desarro- 
l lado. x 125. 
Fig. 41, Corte transversal 
de una larva de B. arenarum. 
a la que se trasplant6 un 
esbozo cardiaco (ver texto), 
Motese un tubo cardiac0 y 
'la presencia de elementos 
formes en su interior (fle-, 
char. x 125, 
I Fig. 40. Vista de una 
larva de B. arenarum a 
la que se le trasplan- 
t6 el esbozo cardiaco 
(ver texto), Se aprecia 
la caracteristica for- 
maci6n ventral formada 
por el traplante en la 
que se hicieron eviden- 
tes las ritmicas contrac 
.ciones (flecha). x 25, 
la cara interna de la somatopleura y que contacta tambign con la 
l&mina esplacnopl&urica que rodea a1 intestino (fig, 41). 
Muchos de 10s trasplantes logran for- 
mar un tub0 cuya luz se encuentra rodeada por delgadas paredes-de 
fibras musculares. Su forma irregblar demuestra que.sufri6 uno o 
mss replegamientos, si bien an6malos. No se observan tabiques y 
10s elementos sanguineos en su interior, confirmarfan la partici- 
de ese coraz6n suplementario en 10s procesos de circulaci6n. 
En todos 10s casos, a1 promediar 10s 
.- estadios larvales, el caraz6n suplementario se reabsorbe paulati- 
namente . 
CUARTA PARTE 
DISCUS I O N  
4.1. ~ n s l i s i s  de 10s r e s u l t a d o s  
Para s i m p l i f i c a r  l a  expos ic i6n  de 10s r e s u l t a d o s ,  
consideramos oportuno a n a l i z a r  en forma separada,  a n t e s  de presen- 
t a r  una conclusi&n,  10s da tos  reunidos a l o  l a r g o  d e l  e s t u d i o  des- 
c r i p t i v o  y a l a  vez logrados durante  l a s  v a r i a s  e t a p a s  de 10s en- 
sayos experimentales.  Eso permitirs t e n e r ,  como base ,  parsmetros 
adecuados en  l o  que se r e f i e r e  a 1  d e s a r r o l l o  y a l a  d i f e r enc i ac ibn  
d e l  coraz&n, en  condiciones normales, de - Bufo arenarum y permit i -  
rs ademss un enfoque comparativo ind ispensable  para  e l  a n g l i s i s  
de 10s problemas re lac ionados  con l a  inducci6n embrionar ia ,  es de- 
c i r  con l a  "Entwicklungsmechanick~ segGn e l  concept0 de Spemann 
(1932 1. 
4.1.1. Conceptos i nhe ren te s  a l a  induccibn 
E l  mecanismo de inducci6n embrionar ia ,  eje fundamen- 
t a l  de l a  ~ i o l o g i a  he1 d e s a r r o l l o ,  con e l  que se vinculan  nues t ros  
ensayos,  r ep re sen ta  uno de 10s mayores problemas todavia  no r e s u e l - .  
t o s  por l a  moderna ~ m b r i o l o g i a ;  se desconoce c o m o a c t ~ a n e l  o 10s 
-. 
f a c t o r e s  de "inducci6n" y e l  r o l  que r e v i s t e n  l a s  S reas  ffinducidas".  
En s i n t e s i s ,  ha podido reconocerse que e l  ectodermo 
d i f e r e n c i a  e s t r u c t u r a s  neura les  cuando se encuentra  sometido a l a  
acci6n inductors d e l  cordomesodermo, s a lvo  algunos casos  l i m i t e s ,  
como 10s ensayos en  10s que se obt ienen neuroblas tos  manteniendo 
e c t o b l a s t o  en  so luc iones  h i p o t h i c a s  o de un PH determinado (Bar th ,  
1941; H o l t f r e t e r ,  1944, 1947; Barth y Barth,  1959; Siege1 e t  a 1  
- -9 
1985; Tiedemann, 1986). 
Los r e s u l t a d o s  proyectan numerosos i n t e r r o g a n t e s  y 
por l o  t a n t o  l a  necesidad de i n t e r p r e t a r ,  ba jo  o t r o  Sngulo cien- 
t i f i c o ,  10s c l s s i c o s  r e s u l t a d o s  de Spemann (19321 que han s ido  
paulatinamente redimensionados, aceptsndose por 10s ensayos rea- 
l i z a d o s  especialmente  por Toivonen e t  a 1  (19751, Toivonen y War- 
--
t i o v a a r a  (19761, Toivonen (19791, etc, que no s e r i a  necesa r io  e l  
con tac t0  e n t r e  cordomesodermo y e c t o b l a s t o  para  que s e  v e r i f i q u e  
e l  proceso de inducci6n. En e f e c t o ,  s i  e s  que e n t r e  10s dos t e j i -  
dos se ubica ,  experimentalmente, un f i l t r o  cuyos poros de 0 , 8 p  
permiten que 10s f a c t a r e s  induc tores  so lub le s  difundan en  e l  medio 
y alcancen e l  e c t o b l a s t o ,  g s t e  d i f e r e n c i a r s  e s t r u c t u r a s  neurales .  
Tiedemann (1969) r e f i r i g n d o s e  a 1  problema con c i e r t a  c a u t e l a  ex- 
! r 
presa  que: t t l t e x p l i c a t i o n  des  @canismes du t r a n s f e r t  des  f a c t e u r s  
-. 
1 $ *  i nduc teu r s  de l a  s o l u t i o n  environnante  v e r s  les c e l l u l e s ,  a i n s i  
que dsune c e l l u l e  5 une a u t r e ,  n g c e s s i t e  de nouvel le  exp&riencesw.  
En afios re la t ivamente  r e c i e n t e s ,  u t i l i z a n d o  una me- 
todologia  de f raccionamiento subce lu l a r ,  ha podido ser a i s l a d o  de 
g s s t r u l a s  de Anfibios  una f r a c c i 6 n  microsomal c i top lasm&tica  que 
posee e levada capacidad para  i n d u c i r  e s t r u c t u r a s  a rquencef$ l icas  
(Janeczck - e t -9 a 1  1984, a ,  b ) ;  ademss, una f r a c c i 6 n  nuc lea r ,  apa- 
rentemente re lac ionada  con r ibonucleopro te inas  , t e n d r i a  tambi6n 
capacidad para  i n d u c i r  l a  d i f e r enc i ac i6n  de neuroblas tos  ( B r e t z e l  
y Tiedemann, 1986). 
E l  a n s l i s i s  bioquimico de l a  mat r iz  e x t r a c e l u l a r  de 
g & s t r u l a s  de Anfibios ,  ha puesto de mani f ies to  l a  p resenc ia  t a n t o  
de d i s t i n t o s  mucopolisac$ridos como as; tambi6n de g l i c o p r o t e i n a s  
y de $cidos nuc le icos  (Kosher y S e a r l s ,  1973; Johnson, 1977 a ,  b,  
c;  Sanchez, e t  a l ,  1983; Sanchez e t  a 1  1984; Riou e t  a 1  19861, 
- -9 - -9 
que e s t a r i a n  involucrados no s o l o  e n  procesos morfogen&ticos s i n 0  
tambign e n  10s mecanismos de inducci6n neu ra l  ( ~ r a c h e t ,  1960). 
Otra cues t i6n  vinculada con e l  problema de 10s pro- 
cesos  i nduc to re s  e s  l a  capacidad de r e spues t a  de l a s  c & l u l a s  ltblan- 
cotl es d e c i r ,  de l a s  c g l u l a s  que cons t i t uyen  e l  t e r r i t o r i o  capaz 
de r e c i b i r  y responder a 1  es t imulo  d e l  f a c t o r  inductor .  Para  que 
eso  ocu r ra ,  l a s  c g l u l a s  "blancatl  deben p re sen ta r  sus  membranas in- 
t a c t a s  y en  mod0 p a r t i c u l a r ,  l a s  g l i cop ro te inas  demembranasdebe- 
. - 
r s n  poseer s u s  grupos carbohidra tos  l i b r e s .  Ha s i d o  sefialado que 
s i  l a s  g l i c o p r o t e i n a s  se bloquean, experimentalmente, con l e c t i n a s  
e s p e c i f i c a s ,  l a s  c 6 l u l a s  son incapaces  de responder a 10s estimu- 
10s induc tores  (Duprart  e t  a l ,  1982; Gualandris e t  a 1  1983, 1985). 
- -  - - 
- -3 
Resultados obtenidos por v a r i o s  au to re s  a 1  u t i l i z a r  
induc tores  neu ra l e s  inespec$ficos ,  han permit ido conso l ida r  l a  
- 
h i p 6 t e s i s  de que e l  mecanismo de inducci6n, por l o  menos e l  neu- 
ral, deber5 cons iderarse  como una "act ivaci6nt1 d e l  t e r r i t o r i o  com- 
pe t en te ,  mbs que como una accibn l l ins t ruc t iva t l  he1 induc tor  ( L ~ v -  
t r u p  y P e r r i s ,  1983). 
La h i p 6 t e s i s  no desca r t a  l a  p o s i b i l i d a d  que l a  in-  
ducci6n r ep re sen te  e l  r e s u l t a d o  de un mecanismo de intercambio 
i 6 n i c o  (S t e rn ,  1984). Barth  y Barth (1959, 1969) ob t ienen  d i fe ren-  
c i a c i 6 n  neura l  de c g l u l a s  e c t o b l ~ s t i c a s  c u l t i v a d a s  en  un medio de , 
d i s t i n t a  f u e r z a  i6n ica ;  ademb,  e s t u d i o s  r e c i e n t e s  r e a l i z a d o s  con 
d i s t i n t o s  ion6foros  ( s u s t a n c i a s  que permite e l  l i b r e  paso de iones  
desde o hac i a  e l  i n t e r i o r  de l a  c g l u l a )  han demostrado l a  impor- 
t a n c i a  d e l  in tercambio ibn ico  en  l a  d i f e r enc i ac i6n  neu ra l  (Lbvtrup 
y P e r r i s ,  1983; Siege1 - e t  - 9  a1  1985). 
4.1.2. Conceptos i nhe ren te s  a l a  regeneraci6n 
~ e g h  Bar fur th  (19151, l a  regeneraci6n,  e n  un orga- 
n i s m ~ ,  r ep re sen ta  un proceso de neoformaci6n de p a r t e s  traumatiza- 
das  o perd idas  por f a c t o r e s  exper imentales  o b i en  acc identa les .  
Se cons idera  que posee una e s t r i c t a  co r r e l ac i6n  con l a  c a r a c t e r i s -  
t i c a  propiedad, a t r i b u t o  fundamental de 10s Seres  v i v i e n t e s ,  de 
poder mantener i n t e g r a  l a  propia' forma. La capacidad de regenera- 
c i6n  f i s i o l b g i c a  (au to tonza)  o b i en  experimental  se mani f i e s t a ,  
en  mayor o menor grado, e n  10s d i s t i n t o s  organismos y s i  b i e n  l o  
que se regenera  puede p re sen ta r se ,  a veces,  defectuoso,  h ipe r t r6 -  
f i c o  y h a s t a  d i f e r e n t e ,  no se i n v a l i d a , p o r  e so  e l  concept0 de que 
l a  regeneracibn se o r i e n t a  a l a  s u s t i t u c i 6 n  de p a r t e s  perdidas.  
La ex tens i6n  de 10s procesos de regeneracibn y l a s  
condiciones  para, que s'e ve r i f i quen  dependen e n  muchos casos  de 
f a c t o r e s  puramente f i s i c o s ,  per0 no puede desconocerse que obede- 
cen tambign a o t r o s  f a c t o r e s  secundarios  de no menor importancia. 
E l  poder de r e g e n e r a c i h  es muy d i s t i n t o  e n t r e  10s 
d ive r sos  t e j i d o s  y 6rganos: como l e y  genera l  y amplia puede consi-  
de ra r se  que l a  f a c u l t a d  de regenerar  una p a r t e  perdida r e s u l t a  tan- 
t o  mss importante ,  cuanto mayor e s  l a  " l ab i l i dad" ,  es d e c i r  l a  
f a c i l i d a d  de renovarse  de 10s elementos que cons t i tuyen  e l  t e j i d o .  
Con e l  envejecimiento d e l  ejemplar e independientemente de su  ubi- 
caci6n e n  l a  Lscala  ~ o o l 6 g i c a ,  l a s  pos ib i l i dades  de regeneraci6n 
decrecen, como tambl&n disminuyen h a s t a  p re sen ta r se  como simple 
c i c a t r i z a c i 6 n ,  a medida que se v e r i f i c a n  e n  organismos cada vez 
mss di fe renc iados .  
Todo proceso r egene ra t ivo  s e  r e l ac iona  con problemas 
i n h e r e n t e s  a l a  e spec i f i c idad  de 10s t e j i d o s  y con 10s mss dins- 
mic& de  l a  embrioggnesis. 
4.2. 1n te rp re t ac i6n  d e l  a n s l i s i s  descr ip t ivo .  
S i  bien  e l  d e s a r r o l l o  card iaco  de Bufo arenarum-es, 
en muchos aspec tos ,  s i m i l a r  a 1  d e s c r i p t o  en  o t r a s  e spec i e s  anf i -  
b i a s ,  e s  pos ib l e  e s t a b l e c e r  mediante adecuadas observaciones  algu- 
nas d i f e r enc i a s .  
. E l  a n s l i s i s  comparativo de 10s procesos que se ve r i -  
f i c a n  durante  l a  g6nes i s  ca rd i aca  en  Ambystona mexicanum (Urodelo) 
(Copenhaver, 1926, 1955; Willens,  1955; Lemanski, 1973) y respec- 
t ivamente en  Bufo arenarum (Anuro) ponen de mani f ies to  que en  e s t a  
-
6 l t ima  e spec i e ,  a1  f i n a l i z a r  e l  e s t a d i o  de p laca  neu ra l ,  l a s  l s m i -  
nas l a t e r a l e s  mesodgrmicas se han fusionado en  l a  l i n e a  media ven- 
t r a l ,  mientras  que en  Ambystoma, en e s t e  mismo e s t a d i o ,  se encuen- 
t r a n  todavia  ubicadas en  e l  s r e a  d o r s a l ,  a l a  derecha y a l a  i z -  
qu ie rda  d e l  e j e  s a g i t a l  d e l  embri6n. La d i f e r e n t e  ubicaci6n de l  
mesodermo presunt ivo  card iaco ,  d a r i a  como r e s u l t a d o  una d i f e r e n c i a  
en  10s tiempos e n  que se v e r i f i c a  l a  inducci6n endod&rmica, 
~ e g G n  Willens (1955) en e l  e s t a d i o  de bot6n caudal  
de Ambystoma mexicanum, l a s  c g l u l a s  mesod6rmicas que dargn or igen  
a1 endocardio d e l  c o r a z h ,  d e r i v a r i a n  de 10s bordes l i b r e s  de l a s  
lAminas l a t e r a l e s  d e l  mesodermo, mientras  que segcn n u e s t r a s  obser- 
vaciones en  Bufo arenarum este proceso se debe r i a  a una migraci6n, 
hac i a  l a  r eg i6n  d o r s a l ,  de l a s  c e l u l a s  de l a  esplacnopleura.  
~arnbigri kn l a  formaci6n de l 'miocard io  y p e r i c a r d i o ,  
respect ivamente ,  se han podido sefialar d i f e r e n c i a s  e n t r e  Ambystoma 
mexicanum y Bufo arenarum. En e f e c t o ,  en  e l  primer0 t a n t o  l a  1s- 
-
mina premiocsrdica ( r eg i6n  de l a  esplacnopleura  que d a r s  l u g a r  a 1  
miocardio) como l a  p r e p e r i c s r d i c a  ( r eg i6n  de l a  somatopleura que 
dar; o r igen  a1  p e r i c a r d i o )  de un l ado  s e  fus ionan ,  e n  e l  e s t a d i o  
de bot6n cauda l ,  con l a s  r e s p e c t i v a s  d e l  l ado  opuesto,  cea l izando  
un movimiento de aproximaci6n hac ia  l a  reg i6n  v e n t r a l ,  por debajo 
d e l  grupo c e l u l a r  que d a r s  o r igen  a 1  endocardio. E s t e  Gltimo, por 
10s movimientos morfogen6ticos que se v e r i f i c a n  de manera conse- 
cuenc ia l ,  quedar& circundado l a t e r a l  y ventralmente por e l  miocar- 
d i o  y e l  p e r i c a r d i o  (Lemanski, 1973). 
Las observaciones  e fec tuadas  du ranG e l  d e s a r r o l l o  
d e l  coraz6n de Bufo arenarum en  condiciones  normales, demuestran . 
que l a s  lsminas mesodgrmicas de un lado  que darsn  o r igen  a 1  mio- 
ca rd io  y a1  p e r i c a r d i o ,  se fusionan con l a s  r e s p e c t i v a s  d e l  l ado  
opuesto mss tempranamente que e n  Urodelo, es d e c i r  a 1  f i n a l i z a r  
e l  e s t a d i o  de pLaca nezlral; e s o  ocur re  e n . u n  plano ubicado en  una 
r eg i6n  i n f e r i o r  a 1  f u t u r o  endocardio. En l o  sucesivo,  debido a que 
l a s  dos lsminas migran hac i a  e l  grea  d o r s a l ,  envolversn con sus  
movimientos e l  endocardio simulando una copa y s u s  bordes  d o r s a l e s  
h a s t a  l l e g a n  a u n i r s e  const i tuyendo un efimero mesocardio ( f i g .  
8 ). 
Cabe des t aca r  ademss que en  Bufo arenarum, cuando se 
v e r i f i c a n  10s plegamientos d e l  tubo card iaco ,  l a  capa monocelular 
miocsrdica  mani f ies ta  s ignos  de a c t i v a  m i t o s i s  y un cambio en l a  
f isonomia de sus  c 6 l u l a s  que adquieren forma subes fg r i ca  mientras  
que disminuye su volumen c i top lasmst ico ,  
A 1  i g u a l  que en  Ambystoma mexicanum (Lemanski, 1973) 
l a s  t r ab6cu la s  miocsrdicas en  Bufo arenarum se forman a n t e s  que 
e l  endocardio se ponga en  int imo con tac t0  con e l  miocardio, E s  de- 
c i r ,  no se observa,  como ocur re  en  Aves, que e l  endocardio contac- 
t e  precozmente con e l  miocardio y que en  g s t e  se i n i c i e  l a  forma- 
c i 6 n  de t r abecu la s  v e n t r i c u l a r e s  (Manasek, 1970); 
Los primeros e s t a d i o s  d e l  klesarrollo d e l  coraz6n de 
Bufo arenarum se c a r a c t e r i z a n  por l a  p resenc ia  d e  numerosas plaque- 
t a s  v i t e l i n a s  que muestran a f in idad  para  e l  a z u l  de bromofenolmer- 
c u r i o  semejante a l o  d e s c r i p t o  por Lemanski (1973) en  Ambystoma 
mexicanum, La i n t e n s a  co lorac i6n  de l a s  p l aque ta s  v i t e l i n a s  t r a t a -  
das  con e s t a  t6cn ica  o con l a  reacc i6n  de PAS, r e f l e j a  l a  composi- 
c i6n  quimica d e l  v i t e l o  sefialada para  o t r o s  Anfibios  (Colombo, 
1983)  es d e c i r ,  ca rbohidra tos  y pro te inas .  
En l a  e spec i e  por nosotros  es tud iada ,  a medida que 
e l  d e s a r r o l l o  avanza, se v e r i f i c a  una disminuci6n t a n t o  en  e l  n6- 
mero como en e l  volumen de l a s  p laque tas  v i t e l i n a s ;  contempor&nea- 
mente se mani f i e s t a  un s i g n i f i d a t i v o  increment0 de l a  t i n c i 6 n  de 
p r o t e i n a s  y carbohidra tos  en  l a  mat r iz  c i toplasm&tica.  A 1  comen- 
z a r  10s l a t i d o s  ocurre  una m & s  r s p i d a  y no tab le  disminucidn n u & -  , 
r i c a  de l a s  p laque tas  v i t e l i n a s ,  l o  que i n d i c a r i a  que p a r t e  d e l  
v i t e l o  ha s i d o  usado como d i r e c t a  fuen te  de ene rg i a  para  10s proce- 
s o s  de s i n t e s i s .  
E l  mate r i a l  amorfo ubicado e n t r e  e l  endo y e l  miocar- 
d i o  duran te  e l  d e s a r r o l l o  normal d e l  coraz6n de Bufo arenarum, 
puede ser homologado a l a  g e l a t i n a  ca rd i aca  d e s c r i p t a  e n  Aves. 
S i n  embargo, Las propiedades de co lorac i6n  muestran d i f e r e n c i a s  
e n t r e  Anfibios  y Aves. En e s t a s  f i l t imas,  e l  m a t e r i a l  amorfo ubica- 
do e n t r e  endo y miocardio adquiere  un c o l o r  rosado en  presenc ia  de 
eos ina  y muestra r eacc i6n  p o s i t i v a  con e l  s c i d o  pery6dico segfin 
e l  mgtodo de Schi f f  ( O r t i z ,  1958);  en  l a  e spec i e  Anfibia por  noso- 
t r o s  e s tud iada ,  ese mate r i a l  no se colorea  con eos ina  y no reac- 
c iona posi t ivamente  con PAS. 
~ e g h  Hurle e t  a 1  (1980) e Icardo  (19831, en  e l  em- 
--
br i6n  de Aves 10s mucopolisac&ridos de l a  g e l a t i n a  ca rd i aca  se co- 
l o r e a n  con Alcian blue. ~ n g l o g a  co lorac i6n  y d i s t r i b u c i 6 n  d e l  ma- 
t e r i a l  a l c i a n  b lue  p o s i t i v o  hemos podido comprobar en  e l  coraz6n 
en d e s a r r o l l o  de Bufo arenarum. Su i n t e n s a  co lorac i6n  con e l  a l -  
c i a n  b lue  a pH 2.5 y s u  s e n s i b i l i d a d  a 1  t ra tamiento  con h i a lu ron i -  
dasa ,  i n d i c a r i a n  q u i  l a  mayor p a r t e  d e l  ma te r i a l  que se ti6e es 
s c i d o  h i a lu r6n ico  y condro i t i n  s u l f a t o  (Troyer,  1980). La compro- 
baci6n que despu&s d e l  t ra tamiento  con h ia luronidasa  permanecen 
s i t i o s  de co lorac i6n ,  sug ie re  que pueden e s t a r  p re sen te s  o t r o s  mu- 
~ o ~ o l i s a c ~ r i d o s  como por ejemplo dermatsn s u l f a t o  o k e r a t s n  su l f a -  
to.  Es tos  r e s u l t a d o s  t i e n e n  b a s t a n t e  ana logia  con 10s obtenidos 
en  embriones de r a t a  (Markwald y Smith, 1972) y en  Aves (Manasek 
e t  a 1  1973; Orkin y Toole, 1978; Hurle e t  a 1  1980). 
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Nuestros da tos  sos t i enen  e l  concept0 que en  Bufo a- 
renarum la distribuci6n de mucopolisac~ridos en la gelatina car- 
diaca no serfa homoggnea a lo largo del tub0 cardiaco; bastars 
considerar que mucosustancias alcian blue positivas se ubican 
principalmente a nivel de unih de las csmaras cardiacas, Resul- 
ta significativo que una an$loga ubicaci6n de la gelatina cardia- 
ca ha sido descripta en Aves y que ha sido emitida la hip6tesis 
(Barry, 1948; Patten et a1 1948) que pueda funcionar como vslvu- 
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la durante el desarrollo del coraz6n, es decir cuando todavia no 
estsn diferenciadas las estructuras anat6micas adecuadas. La vis- 
cosidad de la gelakina cardiaca impediria la deformacih causada 
por el paso de la corriente sanguinea, y a la vei su presencia fa- 
cilitaria el corrimiento de la sangre hacia adelante. La presencia 
de &id0 hialur6nico en la gelatina cardiaca con sus propiedades 
de elasticidad, viscosidad y alta presi6n osm6tica (Toole et al, 
1984) satisfaceria 10s requerimientos fisicos del coraz6n en de- 
sarrollo, 
Postulamos la hi~btesis que la gelatina cardiaca 
en la especie Anfibia Bufo arenarum, cumpla un rol similar a1 des- 
-
cripto en Aves dada su particular ubicaci6n en 10s sitios en 10s 
que se forman las v~lvulas cardiacas. 
Los datos descriptivos que hemos reunido permiten 
sefialar que en Bufo arenarum, en estadio 21-22, se verifica una 
migraci6n de cglulas endocsrdicas hacia el canal atrioventricular, 
precedida por la presencia de un material amorfo que reacciona po- 
sitivamente a1 alcian blue pH 2.5. Si bien el cuadro es anslogo 
a1 de Aves, nuestros ensayos no corroboran la hip6tesis que en 
Bufo arenarum la presencia de Acid0 hialur6nico y condroitin sul- 
-
fato represente una condici6n indispensable para La diferenciacihn 
de las vQlvulas aur~culoventriculares (Markwald et a1 1978; Mar- 
--, 
kwald y Funderburg, 1983; Markwald et a1 19841, Se torna necesa- 
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rio bn mss profundo anslisis que incluya el cultivo de Qreas es- 
~ecificas del coraz6n en desarrollo, para reconocer 10s motivos 
del resultado contrastante entre Aves y Anfibios. 
4.3. 1nter~retaci6r- i  de 10s ensayos experimentales.  
4.3.1, Explantes  - Transplantes  - Cul t ivos ,  
Los r e s u l t a d o s  inhe ren te s  a 10s ensayos experimen- 
t a l e s  en  Bufo arenarum i n d i c a r i a n  l a  imprescindible  necesidad de 
l a  p resenc ia  d e l  endodermo fa r ingeo  para  que se d i f e r e n c i e  e l  co- 
razbn a expensa de un Srea de t e j i d o  mesod6rmic0, e s ~ e c i f i c a m e n t e  
designada en  e l  p lan  e s t r u c t u r a l  de l a  organog&nesis. ~ e g 6 n  se de- 
mostr6, s i  b ien  en e s t a  e spec i e  e l  explan te  de todo e l  endodermo 
r e a l i z a d o  en  e s t a d i o s  neu ra l e s ,  anula  l a  d i f e r enc i ac i6n  d e l  cora- 
xbn, an6logamente a l o  que ocur re  en  ~ r o d e l o s  (Balinsky, 1939; 
Nieuwkoop, 1947; Jacobson, 19601, e l  da to  proyecta  e l  in te r rogan-  
t e  de s i  tltodott e l  endodermo t e n d r i a  l a  misma capacidad inducto- 
r a  o s i  6 s t a  se e n c o n t r a r i a  l imi t ada  en  funci6n de s r e a s  presun- 
t i v a s  o de e s t a d i o s  embrionario. 
A 1  r e a l i z a r  l a  serie de ensayos de t r a s p l a n t e s  de 
;reas endod6rmicas e n  l a  r eg i6n  ca rd i aca ,  cuyos d e t a l l e s  t gcn icos  
y d e s c r i p t i v o s  han s i d o  mencionados ( v e r  2.2.2 y 3-2-21, hemos po- 
d ido  observar  que e l  endodermo a n t e r i o r  ( f a r i n g e o )  posee mayor po- 
de r  de inducci6n que e l  endodermo de Sreas  pos te r iores .  ~ e g 6 n  l o  
demuestra l a  t a b l a  11, e l  mesodermo presunt ivo  card iaco  mantenido 
en  con tac t0  con endodermo fa r ingeo  d i f e r e n c i a  e s t r u c t u r a s  card ia -  
c a s  en  c a s i  e l  100% de 10s casos:  en  cambio, e l  mesodermo presun- 
t i v o  card iaco  en  presenc ia  de endodermo de l a  r eg i6n  media, d i fe -  
r e n c i a  coraz6n s61o e n  un 28% de 10s casos;  &reas  endodgrmicas mSs 
d i s t a l e s  t r a s p l a n t a d a s  e n  l a  reg i6n  card iaca ,  s 6 l o  inducen dife-  
r enc i ac ibn  c a r d i a c a - e n  casos  esporsdicos .  
E l  conjuntos  de e s t o s  r e s u l t a d o s  experimentales  a- 
f irman e l  concept0 que en  Bufo arenarum l a  a c t i v i d a d  induc tora  d e l  
-
endodermo, msxima a n i v e l  d e l  s r e a  f a r ingea ,  disminuye paula t ina-  
mente h a s t a  c e s a r  en  l a s  reg iones  pos t e r io re s .  ~e cor roborar ian  
en  p a r t e ,  10s da tos  obtenidos por F u l l i l o v e  (1970) e n  e l  Urodelo 
Taricha torosa.  
Consideramos oportuno des t aca r  que s i  b ien  nues t ros  
I 
ensayos parecen poseer un amplio margen de seguridad,  10s r e su l -  
t ados  t a n t o  de 10s explan tes  de s r e a s  mesod6rmicas ca rd i acas  pre- 
s u n t i v a s ,  como a s 1  tambign de 10s t r a s p l a n t e s  de &reas  endodermi- 
c a s ,  represen tan  e l  c o r o l a r i o  de tgcn icas  muy de l i cadas  y  10s da- 
t o s  que se obt ienen  no siempre son de f s c i l  i n t e r ~ r e t a c i 6 n .  Por 
l o  t a n t o ,  en  v a r i a s  ocasiones ,  para  un oportuno c o n t r o l ,  hemos 
usado un s i s tema de c u l t i v o  i n  v i t r o  que ~errniti.6 una mayor diver-  
s idad  de ensayos experimentales  y  tambign f a c i l i t 6  l a  i n t e r p r e t a -  
c i 6 n  de l a s  v a r i a s  manifestaciones  morfol6gica.s.. 
Es t a  metodologia proporcion6 ademss l a  p o s i b i l i d a d  
de cor roborar  10s r e s u l t a d o s  obtenidos usando l a s  t g c n i c a s  de 10s 
exp lan te s  o  t r a s p l a n t e s .  Los r e su l t ados  s i n t e t i z a d o s  e n  l a  t a b l a  1x1 
y graf icados  e n  l a  f i g .  23 demuestran que l a  d i f e renc i ac ign  d e l  
1 
mesodermo presunt ivo  card iaco ,  s 6 l o  se v e r i f i c a  en  presenc ia  de 
endodermo y que es e l  endodermo de l a  r eg i6n  a n t e r i o r ,  es d e c i r  
l a  f a r i n g e a ,  e l  mss capac i tado  para  i n d u c i r  l a  d i fe renc iac i6n .  
Como consecuencia se proyecta  e l  i n t e r r o g a n t e  de s i  
e l  srea endodgrmica f a r i n g e a  mantiene, a  l o  l a r g o  de l a s  v a r i a s  
e t a p a s  d e l  d e s a r r o l l o ,  su capacidad induc tora  o  b i e n  si l a  dismi- 
nuye o p i e rde  con 10s eventos  morfol6gicos y  bioquimicos que se 
v e r i f i c a n  a  medida que s e  r e a l i z a  l a  organogenesis. Pudo demos- 
t r a r s e  que en  Bufo arenarum e l  endodermo a n t e r i o r ,  desde e l  i n i -  
-
cia de 10s e s t a d i o s  neura les  h a s t a  e l  de bot6n caudal ,  es capaz 
de induc i r  e l  mesodermo presunt ivo  card iaco  explantado de embrio- 
nes  en  e s t a d i o  14 ( surco  neu ra l ) .  Es t a  capacidad, segGn se consig- 
n;, se p ie rde  a  medida que e l  d e s a r r o l l o  prosigue: e l  endodermo 
de l a  r eg i6n  f a r ingea  de embriones en e s t a d i o  18 ( r e spues t a  mus- 
c u l a r )  disminuye notablemente s u  pos ib i l i dad  de i n d u c i r  mesoder- 
mo presunt ivo  card iaco ,  mientras  que e l  endodermo' de embriones 
en  e s t a d i o s  19 y 20 ( l a t i d o  card iaco  - c i r c u l a c i 6 n  b ranqu ia l )  pre- 
s e n t a  s 6 l o  e n  muy esporsd icos  casos  alguna acci6n induc tora  que 
se r e f l e j a  en  una escasa  d i f e r enc i ac i6n  d e l  mesodermo ( t a b l a  I V  
de l a  r eg i6n  cardiaca.  
Hemos t r a t a d o  de e x p l i c a r  e l  conjunto de 10s r e su l -  
t ados  anter iormente  expuestos ,  considerando que en  Anfibios ,  lue- 
go d e l  e s t a d i o  r e spues t a  muscular, e l  endodermo, msivamente  en- 
tendido,  se d i f e r e n c i a  en f a r i n g e ,  est6mag0, duodeno y o t r o s  6r- 
ganos (Tahara y Nakamura, 1961; Balinsky, 1978). E s  muy probable 
por  l o  t a n t o ,  que a medida que l a  ho ja  endod&rmica s u f r e  10s pro- 
ce sos  de diferenciaci.611, disminuya o inh iba  s u  p o s i b i l i d a d  de in-  
d u c i r  e l  t e r r i t o r i o  mesod&rmico cornpetente, p a r a  l a  f o m a c i 6 n  d e l  
Los r e s u l t a d o s  obtenidos con l a  metodologia d e l  ex- 
p l a n t e  en  "sandwich", son concordantes con 10s obtenidos 2 v i t r o .  
E s  d e c i r ,  confirman que es e l  endodermo d e l  Srea f a r i n g e a  es e l  mss 
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capac i tado  para  i n d u c i r  l a  d i f e r enc i ac i6n  d e l  coraz6n. S i n  embar- 
go e l  a n s l i s i s  h i s t o l 6 g i c o  ha demostrado que en  ning6n caso se ve- 
* 
r i f i c6  l a  formaci6n de una verdadera e s t r u c t u r a  ca rd i aca  y que se- 
r i a n  l a s  c g l u l a s  de aspect0 mesenquim&tico l a s  responsables  de 10s 
l a t i d o s  r i tmicos .  E s  muy probable que l a  f a l t a  de e s t r u c t u r a s  car-  
d i a c a s  se deba a l a  e scasa  can t idad  de m a t e r i a l  mesod6rmico i n c l u i -  
do en  e l  "sandwicht1, ya que r e s u l t a d o s  anglogos se obt ienen  cuan- 
do se c u l t i v a n  en  'lsandwichll o t r o s  territories embrionarios (Ro- 
l l h s u s e r  y Hors t ,  1975). 
L q s  reswltados que hemos obtenido u t i l i z a n d o  l a  me- 
todologia  de 10s llmedios condicionados", demostrarian que e l  endo- 
dermo a n t e r i o r  l i b e r a r i a  en e l  medio s a l i n o  de c u l t i v o ,  un "fat- 
t o r t 1  de inducci6n que a c t u a r i a  sobre  e l  mesoderrno presunt ivo  car-  
d i a c ~ .  ~ e g 6 n  s e  sabe 10s medios condicionados han s i d o  u t i l i z a d o s ,  
en  mod0 p a r t i c u l a r ,  por Niu y Twitty (1953) y por Matsuda y Kajis-  
hima (1980) con e l  o b j e t o  de demostrar que l a  inducci6n pr imar ia  
se v e r i f i c a  "tambi&nw a t r a v & s  de f a c t o r e s  que ltdifunden" en  e l  
medio. Para  que e l  ectodermo competente reacc ione  mantenigndolo 
en  un c u l t i v o  llcondicionadolf por l a  p resenc ia  del .  cordomesodermo, 
6ste debers  permanecer en  l a  so luc i6n  de c u l t i v o  por l o  menos 7 
dias .  En nues t ro  ensayo experimental  hemos obtenido r e s u l t a d o s  po- 
s i t i v o s  usando medios condicionados con endodermo a n t e r i o r ,  duran- 
te 4 dias .  Por o t r a  p a r t e ,  ha s i d o  sefialado que e l  t e r r i t o r i o  com- 
pe t en te  que se pone e n  c u l t i v o  debe ser de volumen pequeiio, e n  e- 
f e c t o  p i e z a s  voluminosas de ectodermo competente, no parecen di-  
f e r e n c i a r s e  por l a  p resenc ia  d e l  l t factor l l  d i f u s i b l e  (Niu y Twitty,  
1953). En funci6n de e s t a  i nd i cac ibn  hemos t r a t a d o  que e l  volumen 
d e l  mesodermo competente pues to  en  c u l t i v o  f u e r a  menor que e l  en- 
dodermo induc tor ,  
En l a  l i t e r a t u r a  c i e n t i f i c a  se e n f a t i z a  que en  Aves, 
l a  d i f e r enc i ac ihn  d e l  mesodermo precard iaco  se v e r i f i c a  a r a i z  de 
dos procesos complementaries : a l a  s i n t e s i s  de p ro t e inas  contrsc-  
t i les  e n  l a s  c g l u l a s  y b )  l a  s i n t e s i s  de colsgeno en  l a  mat r iz  ex- 
t r a c e l u l a r ;  l a  i n t e r rupc ihn  de ufia de l a s  dos s i n t e s i s  r ep re sen ta  
causa s u f i c i e n t e  pa ra  que se i nh iba  l a  d i f e r enc i ac i6n  ca rd i aca  
(Wiens y Spooner, 1983; Wiens e t  a 1  1984). 
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En cuanto a 10s Anfibios  ha podido ser demostrada 
l a  p resenc ia  de v a r i o s  t i p o s  de p ro t e inas  c o n t r s c t i l e s  en  e l  co- 
raz6n e n  d e s a r r o l l o  de Ambystoma mexicanum;adem~s en  una var iedad 
mutante de e s t a  e spec i e  ( v e r  i n t roducc ihn )  pudo ev idenc ia r se  una 
s i g n i f i c a t i v a  disminuci6n e n  l a  s i n t e s i s  de a c t i n a  y miosina (Le- 
manski, 19781, de l a  tropomiosina (Moore y Lemanski, 1982) y u= 
an6mala d i s t r i b u c i h  de l a  troponina-T (Fuldner  e t  a 1  1984). No 
- -9 
obs t an te ,  h a s t a  e l  p re sen te ,  no se han r e a l i z a d o  e s t u d i o s  que ac la -  
r e n  una eventua l  r e l a c i 6 n  e n t r e  l a  s i n t e s i s  de p ro t e inas  contr&c- 
t i l e s  y l a  a c t i v i d a d  induc tora  d e l  endodermo para  l a  d i f e r e n c i a c i h  
d e l  coraz6n. 
Jacobson y Duncan (1968) a r a i z  de un e s t u d i o  inhe- 
r e n t e  a l a  d i f e r enc i ac ihn  card iaca  en  un Anfibio Urodelo, Tar icha 
to rosa ,  concluyen que g s t a  s e  encon t r a r i a  sometida a tres fac to-  
r e s  d i f  e r e n t e s ,  U n  primer0 , representado por una s u s t a n c i a  especi-  
f i c a ,  a c t u a r i a  como induc tor  cqrdiaco y e s t a r i a  l o c a l i z a d o  en  e l  
endodermo a n t e r i o r ;  un segundo f a c t o r ,  se u b i c a r i a  pr incipalmente  
en  l a  epidermis  y en  menor concentracihn en  l a s  c r e s t a s  neu ra l e s ,  
p laca  n e u r a l ,  endodermo y seg6n l o  expresan textualmente  10s m i s -  
mos au to re s ,  en  todos 10s t e j i d o s  embrionarios", E l  ter- 
c e r  f a c t o r ,  l oca l i zado  en  10s pl iegues  neu ra l e s  a n i v e l  c e f s l i c o  
y qu iz s s ,  en  l a s  Aceas neura les  adyacente,  r e p r e s e n t a r i a  un fac-  
t o r  i nh ib ido r  de l a  d i f e r enc i ac i6n  card iaca ,  
E s t e  6 l t imo  da to  r e v i s t e  i n t e r g s  b io l6gic0 ,  s i n  em- 
bargo queda l imi t ado  en  e l  smbito experimental  puesto que no re- 
f l e j a  ninguna condici6n f i s i o l 6 g i c a .  La d i s t a n c i a  e n t r e  el  Area 
de d i f e r enc i ac i6n  ca rd i aca  y l a  de 10s pl iegues  neu ra l e s  de l a  re- 
gi6n  c e f & l i c a  r e s u l t a  muy s i g n i f i c a t i v a  como para  poder admi t i r  
su  eventua l  acci6n durante  10s procesos de morfog6nesis ca rd i aca  
en  condiciones  normales. 
, Nuestros ensayos experimentales  no han podido demos- 
I 
t r a r  que e n  Bufo arenarum s e  encuentren 10s f a c t o r e s  seiialados por 
Jacobson y Duncan (1968). A 1  r e a l i z a r  a lgunas pruebas t r a t a n d o  de 
u s a r  como f a c t o r  i nh ib ido r  l a  placa neu ra l ,  a 1  t r a s p l a n t a r l a  en  
e l  Srea  de d i f e r enc i ac i6n  d e l  coraz6n de embriones de Bufo arena- 
--
rum, parec i6  haber i n t e r f e r i d o  l a  d i f e r enc i ac i6n  d e l  coraz6n, pe- 
-
r o  no podemos d e s c a r t a r  l a  pos ib i l i dad  de que, por 10 menos e n  
nues t ro  caso,  r ep re sen te  e l  r e su l t ado  de una acc i6n  mecgnica y no 
debido a l a  acc i6n  de eventua les  f a c t o r e s  de i n h i b i c i 6 n  ( r e s u l t a -  
dos que no hemos consignado en  extenso,  por cons ide ra r lo s  e scasos ) .  
E l  explan te  d e l  esbozo card iaco  r e a l i z a d o  en  e s t a -  
d i o  de bot6n caudal ,  demuestra que en  Bufo arenarum e l  5rea car- 
-
d iaca  puede s u f r i r  m & s  o menos amplios procesos de regeneracibn. 
En embriones de Ambystoma mexicanurn, luego d e l  ex- 
p l a n t e  mesoderm0 card iaco  efectuado durante  e s t a d i o s  neu ra l e s  o 
de b o t h  cauda l ,  se v e r i f i c a  l a  r e g e n e r a c i h  d e l  coraz6n, que en  
cambio no se ob t i ene  cuando e l  explan te  abarca Sreas mss extensas  
que l a  d e l  esbozo card iaco  (Copenhaver, 1926). 
Estos  r e s u l t a d o s  sue l en  e x p l i c a r s e  e n  funci6n d e l  
concept0 de tlcampo morfogen6tico" in t roduc ido  por Weiss (1939) y 
entendido corno un t e r r i t o r i o  embrionario que s i n  p re sen ta r  i n i c i a l -  
mente determinadas c a r a c t e r i s t i c a s  macro o microsc6picas,  se dife-  
r e n c i a  en  un 6rgano e spec i f i co .  Como se sabe,  l a  remoci6n de par- 
t e s  del llcampon, se t raduce  en  un r6pido proceso de "regulaci6nw,  
por l o  que e l  d e s t i n o  f i n a l  de e s e  campo no r e s u l t a  a l t e r a d o  (Cu- 
mmings, 1985). 
E s  de suponer en  base a 10s conceptos expuestos ,  
que en Bufo arenarum e x i s t i r i a  un "campo morfogen6tico"; e s t a  si- 
p
tuaci6n morfol6gica permit i r ia  que e l  endodermo adyacente a 1  ex- 
p lante  de l  esbozo del  coraz&n, d i ferencie  es t ruc tu ras  cardiacas. 
La capacidad de r e g u l a c i h ,  dentro del  campo cardiaco, s e  pierde 
r&pidamente a l o  largo del  desarrollo. En e fec to ,  en embriones en 
es tad io  de respuesta muscular o poco mss avanzados, e l  t e r r i t o r i o  
cardiaco no s e  regenera. 
Nuestros ensayos han comprobado ademss, que s i  e l  
explante i n t e r e sa  s6lo  e l  s r e a  d e l  mesodermo cardiaco, dejando 
i n t ac t0  e l  endodermo faringeo,  se  ve r i f i c a  l a  r e g e n e r a c i h  de l  
tub0 cardiaco, mientras que eso no ocurre cuando e l  mesodermo car- 
dTaco se explanta junto con endodermo faringeo. 
para  expl icar  e s tos  resul tados podria emi t i r se  l a  
h ip6tes is  de una acci6n inductora d e l  endodermo sobre e l  mesoder- 
mo que circundaba e l  e,sbozo cardiaco antes  de l  explante. Esta hi- 
pAtesis,  aparentemente posible,  no parece r e f l e j a r  l a  rea l idad en 
cuanto, s e g h  s e  ha demostrado, en es tad io  de b o t h  caudal l a  ca- 
pacidad inductora del  endodermo e s  muy escasa o nula (ve r  3.2.7). 
~ e r i a  por l o  t an to  m & s  propio, quiz&, considerar que l a  destruc- 
ci6n de 6reas endod6rmicas far ingeas  d i f i c u l t e  o impida e l  corr i -  
miento de 10s t e r r i t o r i o s  mesod6rmicos adyacentes a1  Srea cardia- 
ca para s u s t i t u i r  e l  esbozo explantado. Cabe sefialar a1  respecto 
que es tudios  llevados a cab0 ut i l izando embriones y no s6lo de An- 
f i b i o ,  destacan l a  importancia tanto  de l a  matriz ex t race lu la r  co- 
mo tambign de 10s t e r r i t o r i o s  adyacentes a l  grupo ce lu l a r  que de- 
be r s  s u f r i r  una migraci6n para alcanzar l a  ubicaci6n que l e  corres- 
rl ponde antes  de su diferenciacion. E l  concept0 se encuadra en 10s 
parsmetros morfol6gicos propuestos por l a s  observaciones que ana- 
l i z a n  10s procesos de migraci6n de cglulas  a i s l adas  experimental- 
mente y que suelen compararse con l o  que ocurre durante l a  migra- 
ci6n de c6lulas  altamente especial izadas como las germinales (Heas- 
man e t  a l .  1981; Heasman, Wylie y Holwill, 19851, l a s  de l a s  cres- 
--
t a s  neurales (Lofberg e t  a l ,  1980; Rovasio e t  a1 1983) y 10s invo- 
- - .  
lucrados en 10s movimientos epib6licos durante l a  gastrulaci6n 
(Nakatsuji ,  1984; Nakatsuji y Johnson, 1984; Johnson, 1986). 
QUINTA PARTE 
CONCLUSION 
Conclusiones. 
E l  conjunto de 10s datos  reunidos a l o  l a r g o  de 
l a s  observaciones  d e s c r i p t i v a s  y de 10s d i s t i n t o s  ensayos experi -  
mentales o r i en t ados  a 1  e s t u d i o  de l a  d i f e r enc i ac i6n  d e l  Area pre- 
sun t iva  ca rd i aca  de Bufo arenarum, permite s i n t e t i z a r  l a s  carac-  
t e r i s t i c a s  que s e  evidencian durante  e l  desenredarse  de este ar -  
m6nic0, per0 complejo, mecanismo biol6gic0,  Los eyentos  t a n t o  mor- 
fo l6g icos  como bioquimjcos logran ,  a t r av&s  de una l a r g a  cadena 
de inducciones  suces ivas  y/o r ec ip rocas ,  l a  d i f e r enc i ac i6n  espe- 
c i f i c a  de un determinado grupo de c 6 l u l a s  mesod6rmicas que, sus- 
c e p t i b l e ~  a l a  informacihn induc tora ,  c o n s t i t u i r s  e l  6rgano car- 
Ha r e s u l t a d o  ev idente  que 10s procesos mediante 
10s cua le s  e l  t e r r i t o r i o  presunt ivo  d e l  coraz6n se encuentra  so- 
metido a 1  mecanismo de l a  inducci&n,  obedecen a a f in idades  celu- 
l a r e s  s e l e c t i v a s  y que no s e r i a  ind ispensable  e l  contac t0  d i r ec -  
t o  e n t r e  t e j i d o  induc to r ,  o sea  endodermo de l a  reg i6n  f a r i n g e a  
y mesoderm0 presunt ivo  cardiaco.  No obs t an t e ,  es menester sef ia lar  
que es muy probable  que e s t o s  procesos no represen ten  usolamentew 
simples precesos  de d i fus i6n  dd f a c t o r  de induccibn; consideramos 
que un r o l  mss o menos preponderante y e f e c t i v o ,  seg& e l  caso y 
e l  umomentow de l a  embrioggnesis, l o  t end r i an  l a  a f in idad  
c e l u l a r  s e l e c t i v a  y l a  p i n o c i t o s i s ,  
E l  problema es muy complejo: se admite a 1  respec- 
i o  que 10s f f induc tores f f  pueden causar  nuevas cadenas de reaccio-  
nes o b i en  a c t u a r  permitiendo que s e  ev idenc ie  un "represor f f .  En 
l a  ac tua l idad  se considera  que l a  inducci6n embrionaria represen- 
t a r i a  un proceso de "derepresi6nff  y algunos de nues t ros  ensayos 
pa rece r i an  cor roborar  e s t a  h ip6 te s i s .  - 
S i  b i en  l a  d i f e r enc i ac i6n  d e l  coraz6n de Bufo 
arenarum s igue  por l o  menos ba jo  c i e r t o  aspecto,  e l  p lan  b h i c o  
d e s c r i p t o  para  Anfibios  Urodelos, muestra pecu l i a r idades  morfol6- 
I 
y i c a s  que s u s c i t a n  un adecuado i n t e r & s  b io l6gic0 ,  a saber :  
1) Las lsminas mesod6rmicas laterales alcanzan la linea 
1 
media ventral del embribn en estadios m&s tempranos que en Urode- 
los, lo que se traduce en un repliegue de la somato y esplacnopleu- 
ra que envuelven a las cglulas del endocardio; existe adem&s un 
patrbn diferente de migracibn de las c6lulas mesod6rmicas que da- 
r&n origen a1 endocardio. 
2) El tub0 cardiaco, a1 constituirse, se repliega en for- 
ma de "SW y 10s movimientos que presenta coinciden, en linea ge- 
neral, con lo descripto a1 respecto para especies Urodelas. 
3 )  El anglisis histoquimico pone de manifiesto, en el co- 
raz6n en desarrollo, la presencia de numerosas plaquetas viteli- 
nas de composici6n quimica heterog&nea. A partir del momento en 
que sevisualizan 10s latidos cardiacos, tanto el nbero como el 
volumen de las plaquetas disminuye rs~idamente lo que corrobora 
y afirma una vez mss el concept0 de que el vitelo es usado, en 
10s estadios embrionarios, no s6lo como directa fuente de energia, 
sino tambi6n para 10s procesos de sintesis. 
4 )  Ha sido reconocido un material amorfo localizado en- 
tre miocardio y endocardio anslogo a la "gelatins cardiaca~~ des- 
cripta en Ave y seiialado fugazmente en Rana (Jaffee, 1962) que 
-
presenta propiedades quimkcas peculiares, o mejor dicho opuestas 
a las hasta ahora seiialadas en cuanto no es ni eosin6filo ni PAS 
positivo sin embargo, no puede desconocerse que reacciona con el 
Alcian blue a pH 2.5, lo que permite suponer presencia de glico- 
sami.noglicanos. La reaccibn, que no se manifiesta'homog&nea a lo 
largo del tubo cardiaco, sino que se limita a las regiones pr6xi- 
mas a1 canal aur~culoventricular, favorece la hip6tesis que este 
grupo de mucopolisac~ridos tenga una activa ~artici~aci6n en la 
conducci6n del flujo sanguine0 y en la diferenciaci6n de las 6 1 -  
vulas cardiacas. 
5 )  La d i f e renc i ac i6n  d e l  mesodermo presunt ivo  ca rd i aco  
de Bufo arenarum parece v e r i f i c a r s e  a  expensas de una acc i6n  in- 
duc tora  d e l  endodermo y m s s  precisamente d e l  endodermo fa r ingeo;  
e l  endodermo ubicado en  reg iones  p o s t e r i o r e s ,  no presen ta  o  b i en  
. - presen ta  muy escasa  capacidad de inducci6n. 
6 )  E l  endodermo fa r ingeo  de embriones en  e s t a d i o  de bot6n 
caudal  o  de e s t a d i o s  mss avanzados, p i e rde  l a  capacidad de  indu- 
c i r  l a  d i f e r e n c i a c i 6 n  cardiaca.  
7) E l  t e r r i t o r i o  card iaco  s e  encuentra  "determinado" en 
e l  e s t a d i o  de bot6n caudal. 
8 )  La tgcnica  de 10s "medios condicionadosv demostr6 que 
e l  endodermo de l a  reg i6n  a n t e r i o r ,  es d e c i r  e l  "far ingeovv,  es 
capaz de l i b e r a r  un " fac tor t1  ( o  f a c t o r e s )  que difunde en  e l  me- 
d i o  de c u l t i v o  y-que ac t6a  sobre  e l  mesodermo presunt ivo  card ia -  
co s i n  necesidad de que s e  v e r i f i q u e  un int imo contac t0  e n t r e  "in- 
ductorvv y " t e r r i t o r i o  competentelv para  que se v e r i f i q u e  l a  d i fe -  
r enc i ac i6n  d e l  coraz6n. 
9) En concordancia con l o  d e s c r i p t o ,  aunque parcialmen- 
t e  para  o t r a s  e spec i e s  Anf ib ias ,  t a m b i b  en  Bufo arenarum ha po- 
dido e s t a b l e c e r s e  l a  p resenc ia  de un "campo cardiaco" que permi- 
t e  procesos de a c t i v a  r e g e n e r a c i b .  
SZXTA PARTE 
APENDICE 
A. Soluciones ~ i s i o l 6 g i c a s .  
- 1. ~ o l u c i 6 n  H o l t f r e t e r  madre. 
ClNa 
C 1  Ca 2 
H 0 b i d e s t i l a d a  2 
Se l l e v a  a  809 C dos veces y se agregan, e n  f r i o ,  200 mg de 
CO HNa previamente e s t e r i l i z a d o  en  e s t u f a  a  seco. 3 
- 2. so luc i6n  H o l t f r e t e r  s tandard.  
Se d i luye  l a  so luc i6n  H o l t f r e t e r  madre 1: 9. 
- 3. ~ o l u c i 6 n  de Niu y Twitty. 
So1.a - ClNa 
C1K 
Ca(N0 ) .4H20 3 2 
S04Mg 
H 0 b i d e s t i l a d a  2 
So1.b - Na HP04.12H20 2 
KH2P04 
H 0 b i d e s t i l a d a  2  
H 0 b i d e s t i l a d a  2  250 m l  
Se l l e v a  a  e b u l l i c i 6 n  cada so luc i6n  por separado. Se mezclan, 
f r i a s ,  inmediatamente a n t e s  d e l  uso. 
- 4. ~ o l u c i 6 n  Barth  X 
So1.a - ClNa 
H 0 b i d e s t i l a d a  2 
So1.b - PO HNa .2H20 4 2 
P04H2K 
H 0 b i d e s t i l a d a  2 
Se l l e v a  a e b u l l i c i 6 n  cada so luc i6n  por separado. Se mezclan, 
f r i a s ,  inmediatamente a n t e s  d e l  uso. 
0. Fi jadores .  
1. Ancel y Vintemberger, 
H 0 d e s t i l a d a  2 
Formol 
Ac. ~ c 6 t l c o  
ClNa 
, - 
Se f i j a  duran te  48 hs y luego se pasa a form01 a 1  4% durantg - 
24-48 hs  a n t e s  de l a  inclusi6n.  - -  - - - -  
-. 
- 4 
2. Bouin, 
A c ,  ~ i c r i c o  ( s o l .  s a tu rada )  
Formol 
A c .  -AC& t i c o  
Se f i j a  de 2 a 12 hs  dependiendo d e l  v o l h e n  de l a  pieza.  Lue- 
go se pasa a a lcohol  70% por 24 hs  como minimo. Se recomlenda 
no mantener l a s  p i ezas  en  a lcohol  por mucho tiemPo. 
C, Coloraciones.  
1, Hematoxilina alcoholics de Ehrl ich.  
Hematoxilina 
Alcohol 959 
Ac. ~c&tico 
glicerina 
H 0 dest. 2 
Se agrega alumbre de Na 6 K enexceso (aprox. 8-10 gr). Se agi- 
ta varias veces en botella destcpada y se deja hasta que tome 
un color rojo oscuro, luego se filtra. Se debe colocar a la 
luz para que oxide. Tarda aproximadamente 15 a 20 dias para lo- 
grar su completa maduracih. . 
2. Eosina. 
A la soluci6n de eosina acuosa a1 0,5%, se agregan por cada 
100 ml, unas gotas de sc. acgtlco glacial. Luego se filtra. 
3. ~ricr6mica de Mallory. 
~oluci6n de Mallory. 
Azul de anilina 
Naranja G 
Ac. 0xSlico 
H 0 destilada 2 
Luego de la deshidratacibn 10s cortes se pasan a: 
a) Fucsina Scida a1 1% 1 minuto 
b) Ac. Fosfomolibdico 1% 20 segundos 
c) Sol. de Mallory 10 minutos 
d) lavado rSpido en H 0 destilada 2 
e) Deshidratar, virar en alcohol 80%, clarificar en 
xilol y montar. 
4. ~eacci6n de PAS. 
I 
Luego de la deshidrataci6n 10s cortes se pasan por: 
a) sol. acuosa de Scido ~er~6dico a1 1%, 10 minutos. 
b) Lavado en H 0 5 minutos. 2 
C) Reactivo de Schiff, 10 minutos. 
d) Lavado en tres cambios en sol. a1 0,5% de metabisul- 
fit0 de Na, 
e Lavado en H 0 2 
f) Deshidratar, clarificar en Xilol y.montar. 
Reactivo de Schiff. 
Hervir 100..ml de H 0 destilada y retirar de la fuente de ca- 2 lor. Inmediatamente disolver 1 gr de fucsina bAsica (o para- 
rosalina). Dejar enfriar hasta 60Q C y filtrar. Agregar 2 gr 
de metabisulfito de Na y 20 ml de 1 N ClH, Cerrar el recipien 
te y guardar por 18-24 hs. Transcurrido ese tiempo agregar 
300 mg de carb6n activado, agitar y filtrar. Se guarda entre 
OQ y 5Q C. Recipiente absolutamente limpios inclusive 10s ta- 
pones. 
5. Azul de bromof enol-mercurio para proteinas , 
~reparaci6n de la saluci6n de azul de bromofenol-mercurio: 
Disolver 0,4 gr de C1 Hg en 40 ml de una solucibn acuo- 2 
sa de Acid0 ac&tico a1 2% y agregar 20 mg de azul de bromofe- 
no1 . 
a) Desparafinar 10s cortes y llevarlos a H 0. 2 
b) Colorear en la solucisn de bromofenol-mercurio por 15 
minutos , 
C) lavar en tres cambios de Sc. ac&tico a1 0,5% por 5 mi- 
nutos en cada uno. 
d) pasar a alcohol tert-butilico por 1 minuto. 
e) poner en 2 cambios de alcohol tert-butilico por un to- 
tal de 3 hs o toda la noche. 
f) Clarificar en xilol y montar, 
6. Alcian Blue ( p ~  2 . 5 )  - Rojo Neutro. 
a) ~es~akafinar 10s cortes y llevarlos a agua, 
b) Colorear en Alcian Blue en 3% de Ac. ~cgtico por 1 a 
2 hs. 
C) Lavar en Agua destilada. 
d) Colorear con rojo neutro a1 1% por 1 minuto. 
e) Secar el exceso de agua con papel de filtro y dejar 
secar completamente a1 aire (22Q a 37QC 1. 
f) Clarificar en Xilol y Montar. 
D. ~gtodo de inclusibn de piezas pequeiias (usado para incluir 10s 
cultivos en "sandwich" ). 
a) Las piezas fijadas se colocan en agar tibio (1%); se 
seca el exceso de liquido con papel de filtro, 
b) Se realizan algunos orificios en el agar alrededor de 
la pieza y se vierte agar caliente hasta cubrir, 
c) Una vez solidificado' el agar, se corta alrededor de 
la pieza y el taco se pasa por eosina u otro colorante por unos 
minutos, 
dl Se siguen 10s pasos cl&sicos de deshidratacibn e inclu- 
sibn en parafina, teniendo la precauci6n de aumentar 10s tiem- 
pos a fin de obtener una buena penetraci6n a trav&s del agar. 
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